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1 Einleitung 
 
1.1 Allgemeines 
Die akute lymphatische Leukämie (ALL) des Erwachsenen ist eine maligne 
Erkrankung unreifer lymphatischer Vorläuferzellen aus Knochenmark, Thymus oder 
lymphatischem Gewebe. Entsprechend der physiologischen Differenzierung der 
Lymphozyten werden ALLs, die sich von B-lymphatischen Vorläuferzellen ableiten 
(B-Vorläufer-ALL, precursor-B-ALL) von denen mit T-Zell-Eigenschaften (T-ALL) 
unterschieden. Durch die autonome Proliferation der lymphatischen Blasten kommt 
es zu einer Verdrängung der normalen Blutbildung mit folgender hämatopoetischer 
Insuffizienz sowie Ausschwemmung der Blasten in das periphere Blut. 
Die Gesamtinzidenz der ALL beträgt 1,6/100000/Jahr 
1
, wobei sie mit 80% aller 
Leukämien die häufigste Leukämie bei Kindern in der ersten Lebensdekade darstellt, 
während bei Erwachsenen etwa 20% der von einer akuten Leukämie Betroffenen an 
einer ALL erkrankt sind. Fortschritte in der Therapie der ALL haben dazu geführt, 
dass zur Zeit mehr als 95% aller pädiatrischen und etwa 90% aller erwachsenen 
Patienten eine komplette morphologische Remission erreichen. 
Die Ursachen der Erkrankung sind weitgehend  unbekannt, es werden aber 
prädisponierende Faktoren wie eine hohe Strahlenexposition, Exposition gegenüber 
myelotoxischen Substanzen (Benzol, Chloramphenicol, Zytostatika), seltene 
hereditäre Erkrankungen wie zum Beispiel Trisomie 21 (18-fach erhöhtes Risiko) und 
Virusinfektionen (HTLV I und II, EBV) diskutiert. 
Patienten mit ALL leiden zunächst an unspezifischen Symptomen wie Müdigkeit und 
Abgeschlagenheit, gelegentlich Dyspnoe, später auch Blutungen und Infekten. Bei 
Beteiligung des Zentralnervensystems können auch Sensibilitätsstörungen und 
Paresen auftreten. Ursächlich hierfür sind sowohl die durch die Verdrängung der 
normalen Hämatopoese bedingte Anämie, Thrombozytopenie und  Granulozytopenie 
als auch lokale Krankheitsmanifestationen wie z.B. der Mediastinaltumor bei der T-
ALL.  
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1.2 Diagnostik 
 
1.2.1 Initiale Diagnostik 
Die Grundlage der Diagnose einer ALL ist die zytomorphologische Beurteilung des 
Knochenmarks, gelegentlich kann auch eine Knochenmarkshistologie nötig sein, 
wenn bei einer punctio sicca kein ausreichendes Aspirat gewonnen werden konnte. 
Zur weiteren Klassifizierung erfolgt die durchflußzytometrische 
Immunphänotypisierung, wobei in Europa weiterhin in der Regel die EGIL-
Klassifikation verwendet wird 
2
. Zytogenetische Aberrationen lassen sich bei über 
80% der kindlichen ALL und 60-70% der erwachsenen ALL 
3 nachweisen. Im 
Erwachsenenalter hat derzeit im Wesentlichen die (molekular)genetische Detektion 
der Translokation t(9;22) BCR-ABL sowie der Translokationen des MLL-Gens auf 
Chromosom 11, am häufigsten die t(4;11) MLL-AF4, eine klinische Bedeutung, da 
diese unmittelbaren Einfluß auf die weitere Therapie haben 
4
.  
 
1.2.2 Untersuchung der minimalen Resterkrankung (minimal residual disease, 
MRD) 
Die Tumorlast bei Diagnosestellung einer ALL beträgt etwa 1010  bis 1012  maligner 
Zellen im Körper, was einer Tumormasse von 10g bis 1kg entspricht 
4
. Bei Erreichen 
einer kompletten klinischen Remission wird der Tumorzellanteil im Knochenmark  
definitionsgemäß auf unter 5% reduziert, was bedeutet, dass noch bis zu 1010 
Tumorzellen vorhanden sein können, die diesem diagnostischen Nachweis entgehen 
5
. Nach gegenwärtiger Auffassung stellen diese verbliebenen Tumorzellen den 
Ausgangspunkt für ein späteres Rezidiv dar, so dass in den letzten Jahren 
unterschiedliche Methoden zur sensitiven Erfassung und Quantifizierung der als 
minimale Resterkrankung (minimal residuale disease, MRD) bezeichneten 
verbliebenen Tumorzellen entwickelt wurden. Methoden zum MRD-Nachweis sind 
die Multiparameter-Durchflusszytometrie und die quantitative Realtime-PCR wobei 
als Zielgene sowohl Fusionsgene als auch klonale Immungen-Rearrangments 
verwendet werden. 
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1.3 Therapie 
Die Standardtherapie der ALL im Rahmen der GMALL 07/2003-Studie (Rekrutierung 
bis 30.06.2011) bestand aus einer risikoadaptierten Chemotherapie mit wechselnden 
Zytostatikakombinationen, die durch eine spezifische Prophylaxe von ZNS-Rezidiven 
und bei ZNS- oder Mediastinalbefall durch Strahlentherapie ergänzt wurde (siehe 
Abb. 1 und Kurzprotokoll im Anhang A). Die Risikostratifikation fand in diesem 
Protokoll sowohl anhand konventioneller Risikofaktoren als auch anhand des MRD-
Verlaufes statt.    
 
 
 
 
 
Abb. 1: GMALL 07/2003-Protokoll 
Schematische Darstellung des GMALL 07/2003-Protokolls. Die Stratifikation II nach MRD zu Ende des 
1. Therapiejahres teilt die Patienten entsprechend der Last der Resterkrankung keiner Erhaltung, 
intensivierte Erhaltungstherapie und Stammzelltransplantation zu. Zusätzlich werden bereits im ersten 
Therapiejahr Patienten bei MRD-Persistenz >10-4 nach Konsolidation I der Stammzelltransplantation 
zugeordnet. 
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1.3.1 Risikostratifizierung 
 
1.3.1.1 Konventionelle Risikofaktoren  
In der GMALL 07/2003 galten als Hochrisikomerkmale (high risk, HR) der 
Immunphänotyp einer proB-ALL, einer prä/proT-ALL oder reifen T-ALL, eine 
Translokation mit Beteiligung des MLL-Gens, das Nichterreichen einer 
morphologischen Remission nach Induktion I, sowie im Fall einer B-Vorläufer-ALL 
eine initiale Leukozytenzahl von > 30/nl. Die Patienten mit t(9;22) wurden in einem 
eigenen Protokoll behandelt und traditionell als Höchstrisikogruppe (very high risk, 
VHR) bezeichnet. Aufgrund einer 5-Jahres-Überlebensrate von unter 50% bei 
konventioneller Therapie qualifizierten sich Patienten der Hoch- und 
Höchstrisikogruppe für eine allogene Stammzelltransplantation in erster klinischer 
Remission 
6,7
. Patienten der Standardrisikogruppe (SR) erhielten dagegen eine 
konventionelle Chemotherapie. 
 
1.3.1.2 MRD-basierte Risikostratifikation 
Aufgrund der inzwischen sowohl für die kindliche als auch für die ALL des 
Erwachsenen nachgewiesene prognostische Bedeutung der MRD 
6,7,45,46 
fand in der 
GMALL 07/2003-Studie bei Standardrisikopatienten eine weitere Stratifikation in 
Abhängigkeit vom MRD-Niveau statt. Dabei erhielten Patienten mit niedriger MRD-
Last (<1x10-4 an Tag 71, MRD-Negativität zu allen folgenden Zeitpunkten) eine 
Therapiereduktion in Form eines Verzichts auf eine Erhaltungstherapie mit 
fortgesetztem MRD-Monitoring während Patienten mit hoher MRD-Last (>1x10-4 an 
zwei aufeinanderfolgenden Meßzeitpunkten nach Therapietag 71) einer allogenen 
Stammzelltransplantation (SZT) zugeführt wurden. Die verbleibenden Patienten 
(Intermediärrisiko) erhielten eine 12-monatige intensivierte Erhaltungstherapie.  
 
1.3.2 Ablauf der Therapie 
Alle Patienten erhielten zunächst eine einheitliche Induktionstherapie (Vorphase, 
Induktion I und II) und Konsolidation I, basierend auf den Chemotherapeutika 
Methotrexat (MTX), Dexamethason (DEXA), Cyclophosphamid (CYCLO), Vincristin 
(VC), Daunorubicin (DAUNO), pegylierter Asparaginase (ASP), Cytarabin (ARAC), 6-
Mercaptopurin (6-MP), Vindesin (VD) und Etoposid (VP16). Bei Patienten mit B-
Vorläufer-ALL und Expression von CD20 erfolgte darüberhinaus vor den ersten drei 
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Chemotherapiezyklen (Induktion I, II und Konsolidation I) je eine zusätzliche 
Immuntherapie mit dem monoklonalen anti-CD20-Antikörper Rituximab. 
Standardrisiko-Patienten erhielten bis Woche 49 alternierende Chemotherapiezyklen 
(Hochdosis-(HD-)MTX/ASP, Reinduktion, HDMTX/ASP, Hochdosis-(HD-)ARAC, 
CYCLO/ ARAC, HDMTX/ASP). Patienten mit B-Vorläufer-ALL und Expression von 
CD20 erhielten vor den Konsolidationsblöcken II bis V weitere 5 Gaben Rituximab. 
Bei Patienten mit MRD-Niedrigrisiko zum Ende des ersten Therapiejahres wurde die 
Therapie unter Fortsetzung der MRD-Kontrollen beendet, bei MRD-Hochrisiko 
intensiviert (Stammzelltransplantation). Patienten mit MRD-Intermediärrisiko 
bekamen eine intensivierte Erhaltungstherapie basierend auf einer Wiederholung der 
Konsolidationszyklen des ersten Therapiejahres mit zwischenzeitlicher Gabe von 6-
MP und MTX. Hochrisiko-Patienten wurden nach Konsolidation I einer allogenen SZT 
(Familien- oder Fremdspender) zugeführt. Patienten ohne Spender erhielten die 
nach Subtyp unterschiedliche Konsolidation II (T-Linien-ALL: CLAEG, B-Vorläufer 
ALL: IDA-FLAG) und im Anschluß ggf. eine autologe SZT (siehe Kurzprotokoll im 
Anhang A). 
  
1.4 Bedeutung von genetischen Polymorphismen bei der ALL 
Genetische Polymorphismen sind in einer Population auftretende Genvarianten. Man 
unterscheidet verschiedene Arten von Polymorphismen, wobei in dieser Arbeit nur  
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) und 
Längenpolymorphismen untersucht wurden. In Abgrenzung zur Mutation wird in der 
klassischen Definition eine minore Allelfrequenz (minor allele frequency, MAF), d.h. 
eine Häufigkeit des selteneren Allels, von > 1% gefordert.  
 
1.4.1 Einzelnukleotidpolymorphismus - Definition 
Ein Einzelnukleotidpolymorphismus ist eine Variation der DNA-Sequenz, die sich auf 
den Austausch eines einzelnen Nukleotids bezieht. In der Regel existieren für einen 
solchen Polymorphismus zwei Allele, gelegentlich aber auch mehr. Die öffentlichen 
Datenbanken wie dbSNP (build 124) enthalten mehr als 10 Millionen solcher 
Polymorphismen, deren Frequenz sich in unterschiedlichen ethnischen Gruppen 
unterscheiden kann.  
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Während SNPs, die zu einem Austausch der Aminosäure führen, offensichtlich die 
Funktion der entsprechenden Proteine beeinflussen können, ist dies bei stummen 
(silent oder synonymous) Polymorphismen weniger klar. Aber auch diese können 
über Beeinflussung der Stabilität der mRNA oder – wenn sie in nicht kodierenden 
Regionen liegen – über die Transkriptionsregelung, die Effektivität der RNA-
Prozessierung, die Expression unterschiedlicher Isoformen oder die Induktion 
epigenetischer Veränderungen die Bildung des jeweiligen Proteins beeinflussen. 
SNPs werden mit der Ätiologie menschlicher Erkrankungen in Verbindung gebracht 
und haben auch hinsichtlich ihres Zusammenhangs mit der Vorhersage der Reaktion 
auf Medikamente, der Pharmakogenetik, eine zunehmende Bedeutung erlangt. Da 
SNPs definitionsgemäß evolutionär konserviert sind, werden sie als Marker zur 
Analyse von Regionen quantitativer Merkmale (quantitative trait loci, QTLs) und in 
genetischen Assoziationsstudien anstelle von Mikrosatellitenmarkern verwendet. Der 
Analyse der Gesamtheit der SNPs im menschlichen Genom widmet sich das 
HapMap project (http://snp.cshl.org). 
 
1.4.2 Längenpolymorphismus - Definition 
Eine weitere Form von Polymorphismen sind die sogenannten 
Längenpolymorphismen, bei denen es sich um Wiederholungen nichtkodierender 
DNA-Abschnitte handelt, die bei unterschiedlichen Menschen unterschiedlich häufig 
vorkommen. Regelhaft treten diese im Genom in Form von Microsatelliten auf und 
werden z.B. für die Vaterschaftsdiagnostik genutzt. Es gibt allerdings auch 
Längenpolymorphismen im Bereich des Promotors von Genen, durch die das 
Expressionsniveau des jeweiligen Gens verändert wird 
8
.  
Mehrere Studien zur ALL im Kindesalter haben Hinweise für eine Bedeutung 
genetischer Polymorphismen hinsichtlich des Therapieansprechens gezeigt 
9-17
. 
Allerdings ist bei der Untersuchung derartiger Kandidaten-Polymorphismen zu 
beachten, dass diese nicht notwendigerweise direkt für den beobachteten Effekt 
verantwortlich sein müssen, sondern unter Umständen lediglich in einem starken 
Gametenungleichgewicht (linkage disequilibrium) mit der kausalen genetischen 
Veränderung sind.  
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1.4.3 Zytostatikaresistenz-assoziierte Polymorphismen 
Offensichtliche Kandidaten für therapierelevante Polymorphismen sind unter 
anderem solche, die einen Einfluß auf Enzyme in Zytostatika-metabolisierenden 
Stoffwechselwegen haben. Die Abb. 2 zeigt die zur Behandlung in der GMALL-
Therapiestudie 07/2003 eingesetzten Chemotherapeutika für die ersten 16 Wochen 
der Behandlung. In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Polymorphismen mit 
beschriebenem Einfluß auf den Metabolismus von Methotrexat und 6-Mercaptopurin 
hinsichtlich des Therapieansprechens bei der ALL des Erwachsenen untersucht. 
Dabei wurde neben den in Tab. 1 (Kapitel 2.3) aufgeführten 
Einzelnukleotidpolymorphismen auch der Thymidylat-Synthase (TS 2R/3R) 
Promotor-Längenpolymorphismus untersucht, der im MTX-Metabolismus eine Rolle 
spielt. 
 
 Vorphase  
  Tag 1-5 
 
 Methotrexat, Dexamethason, Cyclophosphamid 
 
 
 Induktionstherapie  
  Phase I: Tag 6-20               
  Phase II: Tag 26-46 
 
 Dexamethason, Vincristin, Daunorubicin, PEG-Asparaginase, 
 Cyclophosphamid, Cytarabin, 6-Mercaptopurin 
 → MRD-Kontrolle: Tag 26, Tag 46, Tag 71 
 Konsolidationsphase  
  Block I: Tag 71- 75 
 
 Dexamethason, Vindesin, Hochdosis-Methotrexat, Etoposid, Hochdosis-  
 Cytarabin 
 → MRD-Kontrolle: Woche 16 
 
Abb. 2: Systemisch applizierte Chemotherapeutika der Standardrisikotherapie bis Therapietag 
75. 
 
 
1.4.4 Pharmakologischer Hintergrund 
6-Mercaptopurin (6-MP) ist ein Purinantagonist und bewirkt eine kompetitive 
Hemmung von Enzymen der Purinsynthese. Es wird in der ALL-Therapie des 
Erwachsenen in allen Therapiezyklen, also in der Induktions-, Konsolidations- und 
Erhaltungstherapie, eingesetzt. Bei der Substanz handelt es sich um ein Prodrug, 
das durch eine  mehrschrittige metabolische Aktivierung zu 6-Thioguanosin 
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Nukleotiden umgewandelt wird, die auf mehreren Stufen die Purinsynthese hemmen 
(siehe Abb. 3).  
 
Abb. 3: Metabolismus von 6-Mercaptopurin  
Die zytotoxische Wirkung des 6-Mercaptopurin (6-MP) beruht 
auf einer mehrschrittigen metabolischen Aktivierung zu 6-
Thioguanosin-Nukleotiden. Die Thiopurin-S-Methyltransferase 
(TPMT) kompetiert diesen Aktivierungsprozeß durch S-
Methylierung der verschiedenen Metabolite. 
 
Die Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT) ist ein Enzym, das die Detoxifikation 
von Mercaptopurinderivaten bewirkt 12. Zum jetzigen Zeitpunkt sind mehr als zwanzig 
verschiedene allelische Varianten beschrieben, von denen die meisten im Vergleich 
zum Wildtyp-Allel eine verringerte enzymatische Aktivität aufweisen 12.   
 
Allel 
 
Genort 460 
 
Genort 719 
TPMT *1 
(Wildtyp) 
93,9%-94,7% § 
G A 
TPMT *3A 
3,2%-5,7% §§ 
A G 
TPMT *3B 
sehr selten §§§ 
A A 
TPMT *3C 
0,2%-08% § 
G G 
 
Abb. 4: Die vier häufigsten allelische Varianten der Thiopurin-Methyltransferase (TPMT).  
Häufigkeiten nach §McLeod et al., Br J Haematol 1999 28, §§McLeod et al., Leukemia 2000 29, 
§§§Evans, W., J Pediatr Hematol Oncol, 2002 30. 
 
Dies führt bei für das variante Allel homozygoten Patienten zu kaum meßbarer 
TPMT-Aktivität und in der Folge bei Behandlung mit Standarddosen von 6-MP bzw. 
6-TG (Thioguanin) zu einer schweren hämatopoetischen Toxizität 10,18. Abbildung 4 
zeigt die vier häufigsten und in dieser Arbeit untersuchten Varianten. 
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Die Rationale für die Untersuchung dieses SNP in unserem Kollektiv sind die 
Ergebnisse mehrerer Studien. Die Arbeit von Lennard et al. 
19
 zeigte eine höhere 
Rezidivrate bei Kindern mit ALL mit geringer Thioguanosin-Nukleotid-Konzentration 
in Erythrozyten. Stanulla et al. 
20 zeigte für die ALL des Kindes, dass das 
Vorkommen von allelischen Varianten der TPMT einen signifikanten Einfluss auf den 
Abfall der minimalen Resterkrankung (MRD) nach Mercaptopurin-haltiger 
Konsolidierungstherapie hat. In einer vor kurzem erschienen Arbeit von Schmiegelow 
et al. 
21
 wurde deutlich, dass die Aktivität der TPMT mit dem Rezidivrisiko einer ALL 
bei Kindern korreliert.  
Hochdosis-Methotrexat (HD-MTX) gilt neben Hochdosis-AraC als entscheidendes 
ZNS-gängiges Therapeutikum in der Postinduktionstherapie der ALL des 
Erwachsenen. MTX ist ein  Folsäureantagonist, der durch aktiven Transport in die 
Zelle aufgenommen wird und intrazellulär in Form von MTX-Polyglutamaten 
akkumuliert. In der oxigenierten Form des 10-Formyl-Tetrahydrofolat (THF) stellt das 
THF einen wesentlichen Cofaktor der Purinsynthese dar, so dass diese bei einem 
Mangel gehemmt wird. Dabei dient THF in Form des 5,10-Methylen-THF als 
Methylgruppen-Donor für die Thymidinsynthese, dessen reduzierte Form 5-Methyl-
THF zur Bildung des Methylgruppenüberträgers S-Adenosyl-Methionin (SAM) 
benötigt wird. Abb. 5 stellt schematisch die Enzyme des Folsäuremetabolismus dar. 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung des Folsäuremetabolismus 
 
RFC: Reduced folat carrier 
MTRR: Methionin-Synthase-Reduktase 
MS (MTR): Methionin-Synthase (5-
Methyltetrahydrofolat-Homocystein-
Methyltransferase) 
SHMT1: Serin-Hydroxymethyltransferase 
MTHFR: Methylen-THF-Reduktase 
TS: Thymidylat-Synthase 
MTHFD: Methylen-THF-Dehydrogenase 
FOLR: Folatrezeptor 
THF: Tetrahydrofolat 
DHF: Dihydrofolat 
MTX: Methotrexat 
Co(I)MS: Cob(I)alamin 
Co(II)MS: Cob(II)alamin 
Co(III): Cob(III)alamin 
SAM: S-Adenosylmethionin 
SAH-S-Adenosylhomocystein 
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Für viele am Folsäuremetabolismus beteiligten Enzyme, sowie für den Transporter 
„reduced folate carrier 1“ (RFC 1), der für die Aufnahme von MTX und Folaten in 
die Zelle verantwortlich ist, sind Einzelnukleotidpolymorphismen beschrieben. 
Der Transporter RFC1 ist verantwortlich für die Aufnahme von MTX und Folaten in 
die Zelle 
22
. Von Chango et al. 
23
 ist ein Polymorphismus (RFC1 G80A) innerhalb der 
ersten Transmembrandomäne beschrieben, der an der Aminosäureposition 27 zum 
Ersatz von Arginin durch Histidin führt und in homozygoter Form zu einem höheren 
Plasmafolatspiegel führt. Der genaue Zusammenhang zwischen MTX-Resistenz und 
Plasmafolat-Gehalt ist jedoch nicht geklärt.  
Die Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase (MTHFD1) besitzt drei 
Enzymaktivitäten (Methylen-THF-Dehydrogenase, Methenyl-THF-Cyclohydrolase, 
10-Formyl-THF-Synthetase). Der Polymorphismus MTHFD1 G1958A bewirkt eine 
Substitution von Arginin 653 durch Glutamin mit funktionellen Auswirkungen auf die 
10-Formyl-THF-Synthetase-Aktivität. 
Ein Dimorphismus der cytosolischen  Serin-Hydroxymethyltransferase (SHMT1),  
SHMT1 C1420T (Leucin 474 Phenylalanin), führt in biallelischer Form zu einem 
erhöhten Homocystein-Gehalt und einem reduzierten Plasma-Folat-Gehalt. 
Zwei Polymorphismen der Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR), C677T 
(Alanin 222 Valin) und A1298C (Glutamat 429 Alanin) bewirken eine verringerte 
Enzymaktivität und dadurch veränderte Anteile der intrazellulären Folat-Metabolite 24-
26. Der erste Polymorphismus liegt in der Bindestelle für den MTHFR Kofaktor FAD 27. 
Der Genotyp 677TT besitzt in vitro nur eine 30%ige Enzymaktivität der Wildtyp-Form 
24. Der zweite Polymorphismus ist in der SAM-regulatorischen Domäne lokalisiert, 
durch die die MTHFR bei hohem SAM-Gehalt in einer negativen Rückopplung 
inhibiert wird. Beide Polymorphismen treten sehr selten zusammen auf 26. 
Für die Thymidylat-Synthase (TS) ist ein Promotorlängenpolymorphismus 
beschrieben, bei der eine 28 bp-Sequenz in der 5´-untranslatierten Region vor dem 
Startcodon doppelt oder dreifach vorliegt (TS 2R/3R), wobei der 2R-Genotyp im 
zellulären Expressionsassay mit einer geringeren Expression des Proteins 
einhergeht 
8
. 
5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein-Methyltransferase (MTR) katalysiert die 
Übertragung einer Methylgruppe von 5-Methyl-THF auf Homocystein wobei 
Methionin und THF gebildet wird. Der A2756G (Aspartat 919 Glycin-) 
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Polymorphismus ist wiederum mit einer Verringerung der Enzymaktivität assoziiert 
und der Genotyp AA ist mit einer Erhöhung des Homocystein-Gehalts verbunden. 
Die Bedeutung des Polymorphismus A66G (Isoleucin 22 Methionin) der Methionin-
Synthase-Reduktase (MTRR) ist mehrfach untersucht, aber sein Einfluss auf den 
Folat-Metabolsmus ist noch umstritten. 
 
1.5 Untersuchungsmethoden der Polymorphismen 
Mit der zunehmenden Verbreitung der Untersuchung von SNPs einhergehend wurde 
auch eine Vielzahl von Methoden zu ihrer Analyse entwickelt, die sich hinsichtlich 
ihrer Durchsatzgeschwindigkeit und ihres Anwendungsgebietes unterscheiden. 
 
Die traditionelle Sequenziermethode nach Sanger ist zwar ein relativ aufwendiges 
und teures Verfahren, es ist jedoch gut geeignet, um kurze DNA-Abschnitte 
verlässlich zu untersuchen. Für die Analyse größerer DNA-Abschnitte werden neue 
automatisierte Hochdurchsatz-Sequenziermethoden, das sogenannte Next 
Generation Sequencing, angewendet, z.B. die Pyrosequenzierung (pyrosequencing) 
31
. Neben der Sequenzierung gibt es auch andere Methoden zum SNP-Nachweis, 
die aber in der vorliegenden Arbeit keine Anwendung finden und deshalb nur kurz 
beschrieben werden. Hier sei auf die ausführliche Literatur verwiesen 
31-44
. 
 
Bei allen Hybridisierungsmethoden (z. B. die dynamische allelspezifische 
Hybridisierung 
32
, Nachweis mittels molecular beacons 
33
 oder hochdichte SNP-
Arrays) werden die jeweiligen SNPs durch Anlagerung einer komplementären DNA-
Sequenz nachgewiesen. Ebenfalls allen Hybridisierungsmethoden gemeinsam ist 
damit auch die technische Schwierigkeit, eine Kreuzhybridisierung der 
allelspezifischen Sonden durch Optimierung der Stringenz der 
Hybridisierungsbedingungen zu vermeiden. 
Auch enzymbasierte Methoden finden Anwendung 
34-40
. Als älteste und einfachste 
Methode zum Nachweis von SNPs wird die Analyse von 
Restriktionslängenpolymorphismen (restriction length polymorphisms, RLFPs) 
angesehen. Weitere Methoden sind die tetraprimer amplification refractory mutation 
system (ARMS)-PCR 
34
, der Invader®-Assay 
35
, die spezifische Primerextension oder 
5’-Exonuclease (TaqMan®) Assay 
36-39
. 
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Andere Detektionsmethoden nutzen spezifische physikochemische DNA-
Eigenschaften wie die Schmelztemperatur des Amplikons oder 
Konformitätsänderungen der Einzelstränge, um verschiedene Amplifikate zu 
unterscheiden und so Polymorphismen zu erkennen. Beispiele hierfür sind die 
Einzelstrangkonformations-Polymorphismen-Analyse 
41
, die Temperaturgradienten-
elektrophorese 
42
, die denaturierende Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
43
 
oder die hochauflösende Schmelzkurvenanalyse 
44
. Gemeinsam ist allen diesen 
Methoden, dass sie sehr oft eine hohe Spezifität erreichen, jedoch dies um den Preis 
einer sorgfältigen Optimierung für jedes Assay, was sie zur parallelen Untersuchung 
einer größeren Anzahl von SNPs ungeeignet macht.   
 
1.6 Aufgabenstellung 
Ziel dieser Arbeit war es, definierte genetische Polymorphismen mit einem 
potentiellen  Einfluss auf die Effektivität bestimmter Elemente der ALL-Therapie zu 
analysieren. 
Hierzu sollten gezielt Polymorphismen untersucht werden, für die ein möglicher 
Einfluss auf Enzyme des Methotrexat- oder 6-Mercaptopurin-Metabolismus 
beschrieben ist, da beide Chemotherapeutika wichtige Elemente der Standard-
Chemotherapie der ALL darstellen. Für die einzelnen Polymorphismen sollten PCR- 
und Sequenzierungsassays etabliert werden, die anschließend auf prospektiv 
asservierte konsekutive Proben von erwachsenen ALL-Patienten angewendet 
werden sollten. Es wurde hierbei ein großes homogen behandeltes Kollektiv 
erwachsener ALL-Patienten, die  im Standard-Therapiearm der Deutschen 
Multizentrischen ALL-Studie (GMALL) behandelt wurden, untersucht und der Einfluss 
des Genotyps auf das Therapieansprechen der Patienten analysiert. 
Als Surrogatparameter des Therapieansprechens diente hierbei neben 
Überlebensdaten auch die minimale Resterkrankung (MRD) vor und nach Gabe der 
entsprechenden Chemotherapeutika. Dieses Vorgehen erlaubt eine bessere 
Beurteilung der isolierten Effektivität der Therapieelemente Methotrexat und 6-
Mercaptopurin als die alleinige Korrelation mit dem Gesamtüberleben. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Untersuchungsmaterial 
Die untersuchten Materialien stammten von Patienten der Standardrisikogruppe der 
Studien GMALL 06/99 oder 07/03, für die Material zur zentralen MRD-Diagnostik 
nach Kiel geschickt wurde und die der Verwendung des nach Durchführung der in 
der Studie vorgesehenen Diagnostik verbliebenen Materials für wissenschaftliche 
Untersuchungen zugestimmt hatten. Eingeschlossen wurden konsekutive Patienten 
mit Erstdiagnose ihrer Erkrankung zwischen dem 01.07.1999 und 30.06.2006. Die 
Studien wurden entsprechend der Deklaration von Helsinki durchgeführt und waren 
sowohl von der Ethikkommission der Studienzentrale in Frankfurt als auch den 
lokalen Ethikkommissionen der Studienzentren genehmigt. 
 
2.2 Bestimmung der MRD 
Die MRD wurde im Rahmen der GMALL 06/99 und 07/03-Studien für die 
Standardrisikopatienten mittels quantitativer realtime-PCR von leukämiespezifischen 
Immungen-Rearrangements untersucht. 
Dazu wurde mittels Konsensus-PCRs das primärdiagnostische Material auf 
Umlagerungen des Immunglobulin-Schwerketten (IGH)-Gens, des Immunglobulin κ-
Leichtkettengens mit dem κ-deleting element (IGK-KDE), der Gene der T-Zell 
Rezeptoren β (TCRB), γ (TCRG), und δ (TCRD), sowie bei T-ALLs zusätzlich auf das 
Vorliegen einer TAL1-Deletion untersucht. Anschließend wurden klonale 
Rearrangements sequenziert und für die leukämiespezifische Sequenz ein Allel-
spezifisches Oligonukleotid (ASO) designt, mit dessen Hilfe dann eine 
patientenspezifische quantitative realtime-PCR der junktionalen Region des 
rearrangierten Immungens anhand einer aus dem Primärmaterial erstellten 
Verdünnungsreihe durchgeführt wurde. Das klonspezifische PCR-Produkt wird 
während der PCR („real time“) mit Hilfe einer Konsensus TaqMan®-Sonde quantitativ 
nachgewiesen. So wird eine exakte Bestimmung der residuellen Tumorzellen mit 
einer Empfindlichkeit von bis zu einer klonalen Zelle vor dem Hintergrund von 104 bis 
105 polyklonaler Zellen erreicht.  Die MRD-Bestimmungen erfolgten im Rahmen der 
Routinediagnostik entsprechend dem im GMALL-Protokoll vorgegebenen Schema 
(siehe Abb. 1, technische Details in 
45
). Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte 
entsprechend der Richtlinien der European Study Group on MRD Detection in ALL 
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(ehemals ESG MRD-ALL, jetzt Euro MRD) 
46
. Hierzu wurden zunächst für jeden 
etablierten klonspezifischen Assay die Nachweisgrenze und die Grenze des 
quantitativen Messbereichs bestimmt. Im Falle eines MRD-Nachweises im 
quantitativen Messbereichs wurde das jeweilige MRD-Niveau als relativer Wert (Zahl 
Leukämiezellen/Gesamtzahl untersuchter Zellen) angegeben. Im Falle eines MRD-
Nachweises unterhalb des quantitativen Messbereichs (quantitative range, QR) des 
jeweiligen Assays lautete das Ergebnis positiv < QR. Im Falle eines fehlenden MRD-
Nachweises lautete das Ergebnis MRD negativ (mit Angabe der Nachweisgrenze). 
 
2.3 Untersuchung der Genpolymorphismen 
Die in Tabelle 1 aufgeführten Einzelnukleotidpolymorphismen wurden durch 
Direktsequenzierung von mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) genomischer DNA 
amplifizierter Fragmente untersucht. Der TS 2R/3R Längenpolymorphismus wurde 
ebenfalls mittels PCR amplifiziert und anhand der unterschiedlichen Längen der 
Amplifikate in der Gelelektrophorese unterschieden.  
 
Zielgen 
Basenaus- 
tausch- 
position 
Amino- 
Säuren- 
Austauschposition 
Chromosom Exon Referenz 
Häufig- 
keit der 
Allele 
Hetero- 
zygote 
Beeinflußter 
Zytostatika- 
metabolismus 
 RFC1  A80G  His 27 Arg  21q22.3  3  rs1051266  G:0,509 
 A:0,491 
 0.500  MTX 
 
 SHMT1  C1420T  Leu 474 Phe  17p11.2  12  rs1979277  G:0,754 
 A:0,246 
 0.371  MTX 
 MTHFD1  G1958A  Arg 653 Gln  14q24  20  rs2236225  T: 0,654 
 C: 0,346 
 0,452  MTX 
 MTHFR  C677T  Ala 222 Val  1p36.3  4  rs1801133  C:0,676 
 T:0,324 
 0,438  MTX 
 MTHFR  A1298G  Glu 429 Ala  1p36.3  7  rs1801131  A:0,771 
 C:0,229 
 0,353  MTX 
 MTR  A2756G  Asp 919 Gly  1q43  26  rs1805087  A:0,807 
 G:0,193 
 0.311  MTX 
 MTRR 
  
 
 A66G  Ile 22 Met  5p15.3  2  rs1801394  A:0,623 
 G:0,377 
 0,470  MTX 
 TPMT 
 
 
 G460A  Ala 154 Thr  6p22.3  6  rs115680 
 60 
 G:0,983 
 A:0,017 
 0,033  6-MP 
 TPMT 
 
 A719G  Tyr 240 Cys  6p22.3  9  rs1142345  A:0,954 
 G:0,046 
 0,088  6-MP 
 
Tab. 1: Untersuchte Zytostatikaresistenz-assoziierte genetische Polymorphismen 
(nach "Reference SNP ID" der RefSNP-Datenbank (unter NCBI)) 
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2.3.1 Primerdesign und -testung 
Die Primer wurden entweder mit Hilfe der Website Mutation discovery 
http://www.mutationdiscovery.com neu designt oder es wurden bekannte 
Primersequenzen aus der Literatur verwendet (SHMT1 C1420T 
47
, MTHFR A1298C 
25
, MTHFR C677T 
24
, MTR A2756G 
47
, TS 2R/3R 
8
). Anschließend wurden die 
Primersequenzen mit Hilfe des Programms Primer Express (Applied Biosystems) 
hinsichtlich einheitlicher Schmelztemperaturen und Vermeidung der Bildung von 
Primerdimeren optimiert. 
Die Primer (TIB Molbiol, Berlin, Deutschland) wurden im Anschluß zunächst in 
Singleplex-Ansätzen und anschließend im Multiplex-Ansatz getestet, wobei die 
Primer für die SNPs SHMT1 C1420T, MTRR A66G, MTHFD 1 und MTHFR A1298C 
in einer Multiplex-PCR, die Primer für die SNPs TPMT G460A, TPMT A719G und 
MTHFR C677T in einer zweiten Multiplex-PCR kombiniert wurden. Die Untersuchung 
des RFC 1 G80A–SNP und des MTR A2756G-SNP wurden als Singleplex-PCRs 
durchgeführt, ebenso die Untersuchung des Längenpolymorphismus  TS 2R/3R. Bei 
letzterem wurde die PCR unter Zusatz von  Dimethylsulfoxid (DMSO) durchgeführt, 
da die ersten PCR-Ergebnisse Mehrfachbanden zeigten, was in Anbetracht der 
Amplifikation einer repititiven Sequenz nicht erstaunt. Die optimale Konzentration 
(siehe Tab. 11) wurde durch schrittweise Optimierung der PCR ermittelt. Die 
Validierung dieses Assays erfolgte über einen Vergleich mit der Direktsequenzierung 
in 20 konsekutiven Fällen (Daten nicht gezeigt). 
 
2.3.2 PCR-Ansätze 
Jede Probe wurde in insgesamt fünf verschiedenen PCR-Ansätzen analysiert, von 
denen zwei als Multiplex-, drei als Singleplex-PCR durchgeführt wurden (siehe Tab. 
2 bis 11).  
Aufgrund der Detektion des Polymorphismus mittels Gelelektrophorese und einer 
Besonderheit im PCR-Ansatz wurde die PCR für den Polymorphismus der TS 2R/3R 
ebenfalls in einem Einzelansatz durchgeführt.  
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Tab. 2: Primersequenzen der Multiplex-PCR I 
Primer Oligonukleotidsequenz PCR-Produkt 
 SHMT 1 C1420T forward*  5`- gTg Tgg ggT gAC TCA TTT gTg  290 bp 
 SHMT 1 C1420T reverse  5´- ggA gCA gCT CAT CCA TCT CTC  
 MTRR A66G forward*  5`- Aag gCC ATT TCA TAT TAT gTg Tgg gTA  292 bp 
 MTRR A66G reverse  5´- CTg TAA Cgg CTC TAA CCT TAT Cgg ATT C  
 MTHFD 1 F1958A forward  5`- CAC TCC AgT gTT TgT CCA Tg  329 bp 
 MTHFD 1 F1958A reverse*  5´- gCA TCT TgA gAg CCC TgA C  
 MTHFR A1298C forward*  5´- CTT Tgg ggA gCT gAA ggA CTA  163 bp 
 MTHFR A1298C reverse  5´- CAC TTT gTg ACC ATT CCg gTT T  
 
Tabelle 2,4,6,8: Primer mit Einfachstern (*) wurden zur Sequenzierung benutzt.  
 
 
Tab. 3: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der Multiplex-PCR I 
Mutltiplex-PCR I µl/ Ansatz Konzentration/Ansatz  Temp. Zeit Zyklus 
 DNA  1  1 ng/µl     
 dNTP`S (100mM)  0,4  0,2 mM   94°C  10 min  1 
 Puffer (10x)  5    94°C  45 sec  40 
 MgCl (25mM)  4  2 mM   63°C  60 sec  40 
 Primer-Mix I  1,6  2mM   72°C  45 sec  40 
 AmpliTaq Gold (5U/µl)  0,25  1,25U/Ansatz   72°C  10 min  1 
 Aqua  ad 50    RT   
 
 
Tab. 4: Primersequenzen der Multiplex-PCR II 
Primer Sequenz PCR-Produkt 
 TPMT G460A forward*  5`- gCA gAC gTg AgA TCC TAA TAC C  318 bp 
 TPMT G460A reverse  5´- TCC AAA CAT AAT AAC CTA TTT CAA AC  
 TPMT A719G forward  5`- CCA AAg TgT Tgg gAT TAC Agg  244 bp 
 TPMT A719G reverse*  5´- CAT gTC AgT gTg ATT TTA TTT TAT CTA Tg  
 MTHFR C677T forward  5`- TgA Agg AgA Agg TgT CTg Cgg  198 bp 
 MTHFR C677T reverse  5`- Agg Acg gTg Cgg TgA gAg Tg  
 MTHFR C677T reverse 2**  5´- ggA gCT TAT ggg CTC TCC Tg  
Tabelle 4: Für die MTHFR C677T reverse 2 wurde ein separater Sequenzierprimer (**) hergestellt. 
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Tab. 5: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der Multiplex-PCR II 
Mutltiplex-PCR II µl/ Ansatz Konzentration/Ansatz  Temp. Zeit Zyklus 
 DNA  1  1 ng/µl     
 dNTP`S (100mM)  0,4  0,2 mM   94°C  10 min  1 
 Puffer (10x)  5    94°C  45 sec  40 
 MgCl (25mM)  4  2 mM   60°C  60 sec  40 
 Primer-Mix II  2  1,6 mM   72°C  45 sec  40 
 AmplTaq Gold (5U/µl)  0,25  1,25U/Ansatz   72°C  10 min  1 
 Aqua  ad 50    4°C  10 min  1 
 
 
Tab. 6: Primersequenzen der PCR MTR A2756G 
Primer Sequenz PCR-Produkt 
 MTR A2756G forward  5`- TgT TCC CAg CTg TTA gAT gAA AAT C  211 bp 
 MTR A2756G reverse*  5`- gAT CCA AAg CCT TTT ACA CTC CTC  
 
 
Tab. 7: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der PCR MTR A2756G 
PCR MS A2756G µl/ Ansatz Konzentration/Ansatz  Temp. Zeit Zyklus 
 DNA  1  1 ng/µl     
 dNTP`S (100mM)  0,4  0,2 mM   94°C  10 min  1 
 Puffer (10x)  5    94°C  45 sec  40 
 MgCl (25mM)  4  2 mM   63°C  60 sec  40 
 MTR A2756G forw.Primer  0,5  0,2   72°C  45 sec  40 
 MTR A2756G rev.Primer  0,5  0,2 mM   72°C  10 min   1 
 AmplTaq Gold (5U/µl)  0,25  1,25U/Ansatz   4°C  10 min  1 
 Aqua  ad 50      
 
 
Tab. 8: Primersequenzen der PCR RFC1 G80A 
Primer Sequenz PCR-Produkt 
 RFC 1 G80A forward  5`- CgT ggA ACC Tgg gCC TgA  162 bp 
 RFC 1 G80A reverse*  5´- CAC CCA CAT gCC TgC TCC  
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Tab. 9: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der PCR RFC1 G80A 
PCR RFC1 G80A µl/ Ansatz Konzentration/Ansatz  Temp. Zeit Zyklus 
 DNA  1  1 ng/µl     
 dNTP`S (100mM)  0,4  0,2 mM   94°C  10 min  1 
 Puffer (10x)  5    94°C  45 sec  40 
 MgCl (25mM)  4  2 mM   63°C  60 sec  40 
 RFC 1 G80A forw. Primer  
 (10pmol/Ansatz) 
 0,2    72°C  45 sec  40 
 RFC 1 G80A rev. Primer  
 (10pmol/Ansatz) 
 0,2  0,4 mM   72°C  10 min  1 
 AmplTaq Gold (5U/µl)  0,25  1,25U/Ansatz   4°C  10 min  1 
 Aqua  38,35      
 
 
Tab. 10: Primersequenzen der PCR TS 2R/3R 
Primer Sequenz PCR-Produkt 
 TS 2R/3R forward  5`- gTg gCT CCT gCg TTT CCC CC  220 repeat: 2R 
 250 repeat: 3R 
 TS 2R/3R reverse  5´- gCT CCg AgC Cgg CCA Cag gCA Tgg CgC gg  
 
 
Tab. 11: Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der PCR TS 2R/3R 
 µl/ Ansatz Konzentration/Ansatz  Temp. Zeit Zyklus 
 DNA  0,5  0,5 ng/µl     
 dNTP`S (100mM)  0,4  0,2 mM   94°C  10 min  1 
 Puffer (10x)  5    94°C  30 sec  35 
 DMSO  2,5  10,0%   60°C  30 sec  35 
 MgCl (25mM)  4  2 mM   72°C  60 sec  35 
 TS 2R/3R forward Primer    
(20pmol/Ansatz) 
 0,2  0,8 µM   72°C  10 min  1 
 TS 2R/3R reverse Primer  
(20pmol/Ansatz) 
 0,2  0,8 µM   4°C  10 min  1 
 AmplTaq Gold (5U/µl)  0,125  0,625U/Ansatz     
 Aqua  ad 25      
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2.4 Agarosegelelektrophorese 
Zur Darstellung des TS 2R/3R-Polymorphmismus wurden 4 µl des nicht 
aufgereinigten PCR-Produktes mit 2 µl Gel-Auftragspuffer in einem Ethidiumbromid-
gefärbeten 2%igen Agarosegel mit TBE als Laufpuffer aufgetrennt. Als 
Längenstandard diente eine 100-Basenpaarleiter. Die Dokumentation der separierten 
PCR-Produkte geschah mittels Polaroid-Fotographie unter UV-Licht. 
 
2.5 Aufreinigung der PCR-Produkte 
Für  die Aufreinigung der Multiplex-Ansätze I-II und der Einzelansätze RFC 1 G80A 
und MTR A2756G wurden die 50µl-Ansätze auf eine sogenannte CleanUp-Platte 
aufpipettiert. Die DNA wird durch zwei Sepharose-Gelfiltrationen mittels Anlegen 
eines Vakuums an der CleanUp-Platte von nicht mehr benötigten Rückständen, den 
Nukleotiden, Puffer- und Magnesiumrückständen, sowie der AmpliTaq-Polymerase 
gereinigt.  
 
2.6 Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte 
Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte mittels der 
Kettenabbruchmethode nach Sanger (1977) durch Einbau fluoreszenzmarkierter 
Dideoxynukleotide und anschließender Auftrennung der entstandenen Amplifikate in 
einem Kapillarsequenzierer. Dabei wird das kettenabbrechende Nukleotid anhand 
des Fluoreszenzfarbstoffes erkannt und die Sequenz automatisch durch die 
Auswertesoftware ermittelt.  
 
2.6.1 Auswahl der Sequenzierprimer 
Generell wurden für die Sequenzieransätze die gleichen Primer benutzt wie für die 
PCR-Ansätze (siehe Tab. 2 bis 10). Die Ausnahme bildete die Sequenzierung des 
MTHFR 677 PCR-Produktes, für das ein seperater Sequenzierprimer benutzt wurde 
(siehe Tab. 4). 
 
2.6.2 Sequenzierprotokolle 
Alle Primer wurden in verschiedenen Sequenzierprotokollen getestet, um den 
Sequenzieransatz mit dem bestmöglichen Ergebnis herauszufiltern. Insgesamt 
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entstanden dadurch vier verschiedene Sequenzierprotokolle, die sich in der Menge 
der dem Ansatz zugefügten aufgereinigten PCR-Produkte unterschieden. 
Beispielhaft werden Ansatz und Cyclerprotokoll der Sequenzierreaktion für die 
Sequenz des Thiopurin-Methyltransferase G460A-Polymorphismus aufgeführt (Tab. 
12). 
 
Tab. 12: Beispiel für eine Sequenzierreaktion (TPMT G460A)  
 
 µl/ Ansatz   Temp. Zeit Zyklus 
 5x Puffer  7      
 Aqua  7    96°C  5 min  1 
 Big Dye  1    96°C  10 sec  50 
 TPMT G460A forward (10 pmol/ µl)  1    55°C  5 sec  50 
     60°C  4 min  1 
 Aufgereinigtes PCR-Produkt  4    4°C  10 min  1 
       
 Gesamt   20      
 
 
2.6.3 Fragmentanalyse 
Die Aufreinigung der Sequenzieransätze erfolgte mittels Zentrifugation über eine 
Sepharose-Minisäule (Sephadex G50, Pharmacia). Die zu sequenzierende cDNA 
wurde in 10 µl eines HIDI-Formamid-Denaturierungspuffers aufgenommen. Die 
Fragmentanalyse erfolgte auf dem Kapillarsequenzer 3100 der Firma Applied 
Biosystems, die anschließende Auswertung mittels der Analyse-Software SDS 2.0 
derselben Firma. 
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2.7 Geräte und Reagenzien 
Die für die Versuche benötigten Geräte und Reagenzien sind in den Tabellen 13 und  
14 aufgelistet: 
 
Tab. 13: Übersicht der verwendeten Geräte 
 Bezeichnung  Hersteller  Modell 
 Thermocycler  Applied Biosystems  GeneAmp PCR System 9700 
 Gelelektrophoresekammer  Peqlab Biotechnology  40-2314 
 Spannungsgeber  BioRad  PoerPac 300 
 UV-Transilluminator  Spectroline  TC-312-A 
 Kamera, 
 Film 
 Polaroid  Polaroid MP Land Camera, 
 Polaroid 677 
 PCR-Aufreinigungsplatte  Millipore  MANU03010 
 Unterdruck-Rahmen  Millipore  Multi-Screen 384 
 Tisch-Kleinzentrifuge  Eppendorf  54150 
 Doppel-Plattenzentrifuge  Heraeus  Labofuge 400 
 Sepharose-System  Millipore  Multiscreen MAHVN4510 
 Automatischer Sequenzierer  Applied Biosystems  ABI-3100 Avant 
 Laborwaage  Sartorius  PT-1200 
 Rotations-Mischer  Scientific Industries  Vortex Gene 2 G560E 
 
 
 
 
Tab. 14: Übersicht der eingesetzten Chemikalien  
 Bezeichnung  Hersteller  Anwendung 
 DNTP Mix  Carl Roth  PCR 
 GeneAmp 10xPCR Puffer   Applied Biosystems  PCR 
 MgCl   PCR 
 AmpliTaq Gold DANN Polymerase   AppliedBiosystems  PCR 
 Dimethylsulfoxide (DMSO)  Sigma-Aldrich  PCR 
 Oligonukleotide (Primer, Sonden)  TIB Molbiol  PCR,Sequenzierung 
 Agarose  Life Technologies  Agarose-Gelelektrophorese 
 1xTBE-Puffer  Merck  Agarose-Gelelektrophorese 
 Ethidiumbromid,~95% HPLC  Sigma-Aldrich  Agarose-Gelelektrophorese 
 Auftragspuffer (Bromphenolblau 0,2%)  Sigma-Aldrich  Agarose-Gelelektrophorese 
 Low-DNA-Mass-Ladder  Invitrogen Co.  Agarose-Gelelektrophorese 
 5xPuffer   Sequenzierung 
 BigDye1.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems  Sequenzierung 
 Sephadex G-50 Fine Sepharose  GE Healthcare  Sequenzierung 
 HiDi Formamid  Applied Biosystems  Sequenzierung 
 POP-6 Polymer for Genetic Analyzer  Applied Biosystems  Sequenzierung 
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2.8 Statistische Auswertung 
Die Darstellung der Überlebensdaten erfolgte nach der Methode von Kaplan und 
Meier 48, die Messung des Einflusses einer Variable auf das Überleben wurde mittels 
des logrank-Tests überprüft 49. Sämtliche Ergebnisse wurden zunächst graphisch 
und deskriptiv analysiert, eine formale statistische Testung erfolgte nur, wenn sich 
aus diesen Analysen Hinweise für bedeutsame Unterschiede ergaben. Da für alle 
untersuchten SNPs bereits in anderen Arbeiten eine Assoziation mit den 
Behandlungsergebnissen der Erkrankung gezeigt wurde, betrachteten wir unsere 
Ergebnisse als individuelle Tests zum Bestätigen oder Verwerfen dieser Hypothese 
für das untersuchte Kollektiv. Die Tests wurden daher individuell mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% interpretiert und nicht auf eine 
Gesamtirrtumswahrscheinlichkeit von 5% korrigiert. Die Zahl der durchgeführten 
Tests wurde jedoch aufgrund der oben erwähnten deskriptiven und graphischen 
Analyse auf ein Minimum reduziert. 
Die Interaktionen zwischen den einzelnen SNPs wurden mit Hilfe der logischen 
Regression auf der Basis des Quine-McCluskey-Algorithmus berechnet (siehe 
Schwender und Ickstadt 50), wobei der Algorithmus automatisch für multiple 
Vergleiche korrigiert. 
Die statistischen Berechnungen und Grafiken wurden mittels der statistischen 
Programmiersprache R (http://www.r-project.org, R version 2.10.1 (2009-12-14)) 
erstellt.  
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Charakteristika des Patientenkollektivs 
Es wurden 367 Patienten mit Standardrisiko-ALL untersucht. Das 
Geschlechterverhältnis (weiblich/männlich) betrug 123 zu 244. 189 Patienten wurden 
im Rahmen der Studie 06/99, 177 im Rahmen der Studie 07/03 behandelt.  Das 
mediane Alter der Patienten betrug 30 Jahre (15 - 64). 221 hatten eine prä-B/c-ALL, 
146 eine thyT-ALL. Die mediane Leukozytenzahl zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 
bei den Patienten mit prä-B/c-ALL 4700/µl (700 - 81800/µl), bei den Patienten mit 
thyT-ALL 41300/µl (1640 - 731100/µl). 
 
3.2 Frequenz der nachgewiesenen Genpolymorphismen 
 
3.2.1 Längenpolymorphismus-Analyse der Thymidylat-Synthase mittels 
Agarosegelelektrophorese  
 
Von den  367 untersuchten Patienten waren 93 (25,3%) homozygot für TS 2R,  102 
(27,8%) waren homozygot  für TS 3R und 165 (45,0%) Patienten waren Träger der 
heterozygoten Variante TS 2R/3R. Bei 7 (1,9%) Patienten konnte der Typ des 
Längenpolymorphismus nicht identifiziert werden. Von 221 Patienten mit B-Vorläufer-
ALL wiesen 56 (25,3%) den homozygoten TS 2R-Genotyp auf, 60 (27,1%) waren 
homozygot für den TS 3R-Genotyp und  103 (46,6%) waren heterozygot. Die Zahl 
der Patienten mit nicht bestimmbarem Genotyp betrug 2 (0,9%). Von den 146 T-ALL 
Patienten wurde bei  37 (25,3%) der homozygote TS 2R-Genotyp, bei  42 (28,8%) 
der homozygote TS 3R-Genotyp, bei 62 (42,5%) der heterozygote Genotyp 
nachgewiesen und bei 5 (3,4%) blieb die Untersuchung ohne Ergebnis. 
 
Abb. 6: Mögliche Ergebnisse der Analyse des 
TS-Längenpolymorphismus. 
            Homozygot 2R: Untere Einzelbande 
            Homozygot 3R: Obere Einzelbande 
            Heterozygot 2R/3R: Doppelbande 
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3.2.2 SNP-Analyse von weiteren Enzymen des Folatmetabolismus 
Die Verteilung der einzelnen Genotypen der den MTX-Metabolismus betreffenden 
SNPs RFC1 G80A, SHMT1 C1420T, MTHFD1 G1958A, MTHFR C677T, MTHFR 
A1298C, MTR A2756G und MTRR A66G sind aufgrund einer besseren Übersicht in 
tabellarischer Form zusammengefasst (siehe Tab. 15). 
 
SNP 
 
Wildtyp  
(%) 
Heterozygoter 
SNP (%) 
Homozygoter 
SNP (%) 
nicht bestimmbar 
(%) 
MTRR A66G 83 (23%) 184 (50%) 93 (25%) 7 (2%) 
MTHFR A1298C 159 (43%) 149 (41%) 51 (14%) 8 (2%) 
MTHFR C677T 159 (43%) 156 (43%) 45 (12%) 7 (2%) 
MTHFD1 G1958A 122 (33%) 180 (49%) 56 (15%) 9 (2%) 
RFC1 G80A 119 (32%) 182 (50%) 57 (16%) 9 (2%) 
SHMT1 C1420T 182 (50%) 147 (40%) 31 (8%) 7 (2%) 
MTR A2756G 229 (63%) 115 (31%) 16 (4%) 7 (2%) 
 
Tab.15: Verteilung der den MTX-Metabolismus beeinflussenden SNPs. 
 
3.2.3 SNP-Analyse der Thiopurin-Methyltransferase (TPMT) 
In Abb. 4 sind die in dieser Arbeit untersuchten 4 häufigsten allelischen Varianten der 
TPMT schematisch dargestellt. Da keine allelspezifische PCR durchgeführt wurde, ist 
es nicht möglich, den Genotyp TPMT*1/*3A vom Genotyp TPMT*3B/*3C zu 
unterscheiden. Beide zeigen an beiden SNPs ein heterozygotes Signal. Aufgrund der 
großen Seltenheit des  TPMT*3B/*3C-Genotyps (siehe Abb. 4) wurde daher bei 
diesem Ergebnis das Vorliegen des Genotyps TPMT*1/*3A angenommen. 
Abb. 7 a-d zeigt Beispiele jeweils eines homozygoten bzw. heterozygoten 
Sequenzierergebnisses. Die Sequenzierung des PCR-Produktes für den TPMT 460-
SNP wurde mit einem vorwärtsgerichteten und die des PCR-Produktes für den TPMT 
719-SNP mit einem rückwärtsgerichteten Primer durchgeführt. 
 
 	  	  	  	   25 / 66 	  	   	  
A B 
 
Beispiel eines homozygoten Sequenzierergebnisses 
mit einem vorwärtsgerichteten Primer. TPMT 460GG   
                                                                                                                                                                                                                                                         
 
Beispiel eines heterozygoten Sequenzierergebnisses 
mit einem vorwärtsgerichteten Primer. TPMT 460AG 
C D 
 
Beispiel eines homozygoten Sequenzierergebnisses 
mit einem rückwärtsgerichteten Primer. TPMT 719AA.                                                                  
 
Beispiel eines heterozygoten Sequenzierergebnisses mit 
einem rückwärtsgerichteten Primer. TPMT 719AG.  
 
Abb. 7: Beispiele für Sequenzierergebnisse von SNPs des TPMT-Gens  
 
Von den 367 Patienten ließ sich bei 333 (90,7%) der homozygote Wildtyp TPMT*1/*1 
nachweisen, bei 18 (4,9%) der heterozygote Typ TPMT*1/*3A, bei 2 (0,5%) der 
heterozygote Typ TPMT*1/*3B und bei 4 (1,1%) der heterozygote Typ TPMT*1/*3C. 
Bei 10 (2,7%) ließ sich der Genotyp nicht bestimmen. Es fand sich kein Patient mit 
homozygot mutierter Variante. 
Von 221 Patienten mit B-Vorläufer-ALL wiesen 200 (90,5%) den homozygoten 
Wildtyp TPMT*1/*1 auf, wohingegen 17 (7,7%) Patienten eine der heterozygoten 
Varianten, TPMT*1/*3A, *1/*3B, *1/*3C besaßen. Bei 4 (1,8%) Patienten konnte der 
Polymorphismus nicht bestimmt werden. Von den 146 T-ALL Patienten zeigten  133 
(91,1%) den Wildtyp,  7 (4,8%) waren heterozygot und bei 6 (4,1%) Patienten konnte 
der Genotyp nicht bestimmt werden. 
 
3.3 Genpolymorphismen und Kinetik der minimalen Resterkrankung 
Die Bedeutung der Auswirkung des Vorliegens eines der untersuchten 
Genpolymorphismen auf die nachweisbare minimale Resterkrankung nach 
erstmaliger Gabe des vermutlich pharmakogenetisch beeinflussten 
Chemotherapeutikums wurde in zwei Gruppen untersucht: Die den Folatstoffwechsel 
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beeinflussenden Polymorphismen, deren Wirkung nach Gabe von MTX (ab Tag 71 
im Protokoll), d.h. in der MRD-Messung von Woche 16 untersucht wurde und der den 
Metabolismus von 6-MP (ab Tag 33 im Protokoll) beeinflussenden TPMT, deren 
Wirkung bereits in der MRD-Messung an Tag 46 und 71 untersucht wurde. In diese 
Analysen einbezogen werden konnten alle Patienten der Ursprungsanalyse, für die 
zusätzlich zu den entsprechenden Verlaufszeitpunkten ein MRD-Resultat verfügbar 
war. 
  
3.3.1 Genpolymorphismen des MTX-Metabolismus  
In die Analyse zur Bedeutung von Genpolymorphismen des MTX-Metabolismus für 
die MRD-Kinetik konnten 289 (MTHFD 1 G 1958A), 291 (RFC1 G80A), bzw. 293 
(alle übrigen SNPs) der untersuchten Patienten herangezogen werden, für die neben 
einer aussagekräftigen SNP-Diagnostik des jeweiligen Zielgens auch informative 
MRD-Resultate zu Therapiewoche 16 verfügbar waren. Bei den Einzelanalysen der 
SNPs, die den Folatmetabolismus beeinflussen, war kein Genotyp zu identifizieren, 
der einen signifikanten prädiktiven Wert hinsichtlich des MRD-Niveaus besitzt (Abb. 
8, Tab. 16). Dies spiegelt sich ebenfalls bei der Untersuchung der Polymorphismen 
bezüglich des Gesamt- und rezidivfreien Überlebens wider (Tab. 19). 
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Abb. 8: Darstellung des MRD-Status nach MTX Gabe (Woche 16) in Abhängigkeit der SNPs des 
Folatmetabolismus. Unterteilung des MRD-Status in MRD negativ (negativ), MRD positiv 
unterhalb des quantitativen Messbereichs (pos.<QR) und MRD positiv im QR (pos), 
entsprechend den EuroMRD-Kriterien 
46
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Tabelle  16: MRD nach MTX-Gabe  (vor Therapiewoche 16) in Abhängigkeit der Genotypen von 
Enzymen des Folatmetabolismus. Unterteilung des MRD-Resultats in MRD positiv (pos.) und 
MRD negativ (neg.) 
SNP MRD Wildtypen Heterozygoter SNP Homozygoter SNP p (χ2-Test) 
 
MTRR A66G 
pos. 24 55 27 
0,9 
neg. 45 91 51 
MTHFR 
A1298C 
pos. 50 42 14 
0,7 
neg. 80 77 30 
MTHFR 
C677T 
pos. 45 45 16 
0,7 neg. 88 75 24 
MTHFD1 
G1958A 
pos. 32 57 17 
0,4 
neg. 67 85 33 
RFC1 G80A 
pos. 32 54 19 
0,7 
neg. 60 99 27 
SHMT1 
C1420T 
pos. 53 40 13 
0,4 
neg. 101 72 14 
MTR A2756G 
pos. 64 39 3 
0,3 
neg. 125 54 8 
TS 2R/3R 
pos. 24 54 28 
0,2 
neg. 60 78 49 
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3.3.2 Genpolymorphismen des 6-MP-Metabolismus 
Das Vorliegen eines bestimmten TPMT-Allels war nicht mit einem signifikanten 
Einfluß auf das Überleben verbunden (siehe Tab. 17). Alle der unter 3.2.3 
genannten, vom homozygoten Wildtyp TPMT*1/*1 abweichenden genetischen 
Varianten  führen zu einer herabgesetzten Enzymaktivität der TPMT, so dass diese 
für die Analyse eines möglichen Einflusses auf das MRD-Niveau nach 6-MP-
Therapie gemeinsam betrachtet wurden. 
 
 
 
 
Tabelle  17: 5-Jahres Gesamt-  und rezidivfreies Überleben der Patienten in Abhängigkeit vom 
TPMT Genotyp.Referenz-IDs der SNPs (rs) entsprechend der RefSNP-database 
(http://ww.ncbi.nlm.nih.gov/snp). 
 
Analog zu den Analysen von Stanulla et al. 
20
 wurde auch der Zusammenhang der 
MRD-Kinetik unter Therapie mit 6-MP und dem TPMT-Genotyp untersucht. Hierzu 
wurde die MRD vor und nach erstmaliger 6-MP-Gabe vergleichend analysiert. Die an 
Tag 11 und 26 gemessene MRD (vor erstmaliger Gabe von 6-MP) wurden zum 
höheren der beiden Meßwerte zusammengefaßt, die MRD von Tag 46 und 71 (nach 
Gabe von 6-MP) zum niedrigeren der beiden Meßwerte. Von 300 Patienten lagen 
informative MRD-Resultate der entsprechenden Untersuchungszeitpunkte für diese 
Analyse vor (181 mit B-Vorläufer-ALL, 119 mit T-ALL). Am zusammengefaßten 
Zeitpunkt vor 6-MP waren noch 239 der 300 Patienten MRD-positiv (79.7%), zum 
kombinierten Zeitpunkt nach 6-MP-Gabe waren es noch 103 (34%) der 300 
Patienten (siehe Tab. 18).  
Ergänzend wurde der initiale MRD-Abfall der Patienten mit homozygotem Wildtyp der 
untersuchten Genloci mit dem der TPMT-Heterozygoten verglichen. Zwar zeigte sich 
ein Trend zu einer erhöhten MRD-Positivität der Patienten mit TPMT-Wildtyp im 
Vergleich zu den Heterozygoten (MRD-Positivität nach 6-MP-Gabe in 35% versus 
17%), dieses Ergebnis erreichte allerdings keine statistische Signifikanz (p=0,13).  
TPMT-Genotyp N 5-Jahres Gesamtüberleben 5-Jahres rezidivfreies Überl. 
TPMT G460A 
(rs11568060) 
+ 
TPMT A719G 
(rs1142345) 
 *1 / *1 333 64,1% (95%-CI 58,2-70,5%) 50,5% (95%-CI 44,1-57,9%) 
*1 / *3A 18 79,9% (95%-CI 61,6-100%) 69,3% (95%-CI 47,0-100%) 
*1 / *3B 2 n.d. n.d. 
*1 / *3C 4 100%  100%  
n.d. 10   
n.d. = nicht definiert 
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Auch bei getrennter Betrachtung der Patienten nach Immunphänotyp (Prä-B/c-ALL 
versus T-ALL) war ein Trend, aber keine statistischer Unterschied im MRD-Ergebnis 
zu sehen. 
Die vergleichende Untersuchung des MRD-Niveaus VOR erstmaliger 6-MP-Gabe 
zeigte allerdings, dass der Trend zu einer höheren Rate an MRD-Positivität bei 
Patienten mit TPMT-Wildtyp bereits vor 6-MP-Gabe zu beobachten war. 
Bei getrennter Betrachtung der prä-B/c-ALL und T-ALL Patienten erreichte dieser 
Unterschied für die Gruppe der prä-B/c-ALL-Patienten statistische Signifikanz (MRD-
Positivität vor 6-MP in 136/167 (81%) der prä-B/c-ALL-Patienten mit TPMT-Wildtyp 
versus 8/14 (57%) der TPMT-Heterozygoten prä-B/c-ALL-Patienten (p=0,041, siehe 
Tabelle 18, Abbildung 9). 
Diese höhere Rate MRD-negativer Patienten unter den heterozygoten 
Variantenträgern mit prä-B/c-ALL steht in Übereinstimmung mit einem besseren 
Gesamt- und rezidivfreien Überleben für diese Patientengruppe, während bei 
heterozygoten T-ALL-Patienten kein prognostischer Unterschied zu Wildtyp-
Patienten erkennbar war (siehe 3.4.1, Abb 10). 
 
 
Tabelle 18: MRD-Niveaus vor und nach Gabe von 6-MP in Abhängigkeit vom TPMT-Genotyp.   
Zusammenfassung der MRD positiven Messergebnisse im und unterhalb des QR 
 Wildtyp Heterozygote  
 MRD-pos. 
(% aller WT) 
MRD-neg. 
(% aller WT) 
MRD-pos. 
(% aller HZ) 
MRD-neg 
(%aller HZ) 
 
vor 6-MP 
Gesamtkohorte 227 (80%) 
55 
(20%) 
12 
(67%) 
6 
(33%) p = 0,22 
prä-B/c-ALL 136 (81%) 
31 
(19%) 
8 
(57%) 
6 
(43%) p = 0,041 
T-ALL 91 (79%) 
24 
(21%) 
4 
(100%) 
0 
(0%) p = 0,58 
nach 6-MP 
Gesamtkohorte 100 (35%) 
182 
(65%) 
3 
(17%) 
15 
(83%) p = 0,13 
prä-B/c-ALL 72 (43%) 
95 
(57%) 
3 
(21%) 
11 
(79%) p = 0,16 
T-ALL 28 (24%) 
87 
(76%) 
0 
(0%) 
4 
(100%) p = 0,57 
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Abb. 9: Darstellung des MRD-Status nach 6-MP-Gabe bezogen auf die TPMT-SNP.  
Definition QR vgl. van der Velden VHJ, Cazzaniga G, Schrauder A
46
. 
 
 
 
 
3.4 Prognostische Bedeutung der Genpolymorphismen 
 
3.4.1 Thiopurin-Methyltransferase 
Die Abb. 10 zeigt die Kaplan-Meier-Schätzer für das Gesamt- und rezidivfreie 
Überleben in Abhängigkeit vom TPMT-Genotyp. In diese Analyse einbezogen 
werden konnten alle Patienten mit verfügbaren Daten zum Gesamt- und rezidivfreien 
Überleben (353 bzw. 357 Patienten). Dabei betrug das  5-Jahres-Gesamtüberleben  
der Gesamtkohorte 65,0% (95%-Cl 59,4-71,1%), das 5-Jahres-rezidivfreie Überleben 
52,1 % (95%-Cl 46,0-59,1%). 
Das Gesamtüberleben der homozygoten Wildtyp-Träger betrug 64,1% (95%-CI 58,2 
- 70,5%), das der heterozygoten Allelträger 84,2% (95%-CI 69,0 - 100,0). Die 
entsprechenden Werte für das 5-Jahres-rezidivfreie Überleben sind  für die 
homozygoten Wildtyp-Träger 57,2% (95%-CI 51,3-63,7%), für die heterozygoten 
Allelträger 77,0% (95%-CI 58,6  - 100,0%). 
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Abb. 10 stellt auch die Überlebens- bzw. Rezidivdaten differenziert nach B-Vorläufer- 
und T-ALL dar. Für die T-ALL zeigt sich hierbei kein Unterschied zwischen den 
Genotypen hinsichtlich des Gesamtüberlebens (5-Jahres-Gesamtüberleben der 
homozygoten Wildtypträger  65,3% (95%-CI 56,6 - 75,4%), der Heterozygoten 66,7% 
(95%-CI 37,9 - 100,0%, p = 1). Auch das rezidivfreie Überleben ist identisch (5-
Jahres-rezidivfreies Überleben der homozygoten Wildtypträger  57,3% (95%-CI 48,4 
– 67,9%), der Heterozygoten 62,5% (95%-CI 32,0 - 100,0%, p = 1). Dagegen besteht 
für die B-Vorläufer-ALL ein Unterschied sowohl hinsichtlich des Gesamtüberlebens 
(5-Jahres-Gesamtüberleben der homozygoten Wildtypträger  63,1% (95%-CI 55,5 - 
71,8%), der Heterozygoten 93,3% (95%-CI 81,5 - 100,0%, p = 0,06) als auch 
hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens (5-Jahres-rezidivfreies Überleben der 
homozygoten Wildtypträger  46,5% (95%-CI 38,2 – 56,6%), der Heterozygoten 
82,0% (95%-CI 61,3 - 100,0%, p = 0,04). Das heißt, für die Patienten mit B-Vorläufer-
ALL war der Unterschied im Ergebnis für das rezidivfreie Überleben signifikant 
(p=0,04), aber nicht für das Gesamtüberleben (p=0,06). 
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Abb. 10: Gesamt- und rezidivfreies Überleben der Kohorte ~ TPMT-SNP 
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3.4.2 Enzyme des MTX- Metabolismus 
Die Ergebnisse zur prognostischen Bedeutung der übrigen untersuchten SNPs sind 
in Tab. 19 zusammengefaßt. Wie aus der Tabelle ersichtlich, ergeben sich aus den 
deskriptiven statistischen Daten keinerlei Hinweise auf einen Zusammenhang 
zwischen Genotyp und dem Gesamt- oder rezidivfreien Überleben der Patienten, so 
dass keine formale statistische Testung vorgenommen wurde. Dies gilt auch bei 
getrennter Betrachtung der immunologischen Subtypen (Daten nicht dargestellt). 
 
SNP Genotyp N 5-Jahres Gesamtüberleben 5-Jahres rezidivfreies 
Überleben 
RFC1 G80A 
Wt 119  63,2% (95%-CI 53,2-75,1%)  53,5% (95%-CI 43,4-66,0%) 
Hz 182  66,1% (95%-CI 59,0-74,1%)  52,5% (95%-CI 44,2-62,3%) 
Mut 57  62,5% (95%-CI 46,6-83,9%)  45,1% (95%-CI 28,8-70,4%) 
n.b. 9   
SHMT1 C1420T 
Wt 182  65,5% (95%-CI 57,8-74,2%)  52,2% (95%-CI 43,7-62,3%) 
Hz 147  65,9% (95%-CI 57,5-75,6%)  49,7% (95%-CI 40,4-61,3%) 
Mut 31  61,0% (95%-CI 43,9-84,8%)*  64,3% (95%-CI 45,4-91,1%)* 
n.b. 7   
MTHFD1 G1958A 
Wt 122  72,0% (95%-CI 63,4-81,7%)  52,5% (95%-CI 42,1-65,6%) 
Hz 180  59,2% (95%-CI 51,2-68,5%)  50,5% (95%-CI 42,0-60,6%) 
Mut 56  71,0% (95%-CI 58,2-86,7%)  56,1% (95%-CI 42,3-74,5%) 
n.b. 9   
MTHFR C677T 
Wt 159  63,5% (95%-CI 55,1-73,1%)  47,8% (95%-CI 38,5-59,4%) 
Hz 156  67,2% (95%-CI 59,1-76,3%)  57,8% (95%-CI 49,2-68,0%) 
Mut 45  61,4% (95%-CI 45,9-82,2%)  46,0% (95%-CI 30,4-69,7%) 
n.b. 7   
MTHFR A1298C 
Wt 159  66,6% (95%-CI 58,4-75,9%)  54,0% (95%-CI 44,9-65,0%) 
Hz 149  63,2% (95%-CI 54,6-73,1%)  47,6% (95%-CI 38,6-58,7%) 
Mut 51  66,7% (95%-CI 53,4-83,3%)  60,6% (95%-CI 45,2-81,1%) 
n.b. 8   
 Wt 229  63,9% (95%-CI 56,8-71,9%)  52,8% (95%-CI 45,1-61,8%) 
MTR A2756G Hz 115  66,6% (95%-CI 57,4-77,3%)  50,9% (95%-CI 41,0-63,1%) Mut 16  69,6% (95%-CI 47,5-100,0%)  45,4% (95%-CI 18,0-100,0%) 
 n.b. 7   
 Wt 83  52,0% (95%-CI 38,9-69,4%)  51,3% (95%-CI 39,2-67,1%) 
MTRR A66G Hz 184  71,8% (95%-CI 64,7-79,7%)  49,9% (95%-CI 41,1-60,6%) Mut 93  61,0% (95%-CI 50,9-73,1%)  55,9% (95%-CI 45,4-69,0%) 
 n.b. 7   
 2R 93  59,4% (95%-CI 48,9-72,2%)  48,7% (95%-CI 37,1-64,0%) 
TS 2R/3R 2R/3R 165  69,4% (95%-CI 61,5-78,3%)  49,4% (95%-CI 40,6-60,0%) 
 3R 102  62,3% (95%-CI 51,7-75,1%)  60,2% (95%-CI 49,5-73,2%) 
 n.b. 7   
 
Wt = homozygot Wildtyp, Hz = heterozygot, Mut = homozygot mutiert, n.b. = nicht bestimmbar 
* die anscheinende Diskrepanz zwischen OS und RFS ist durch 5 Patienten erklärt, die allogen 
transplantiert wurden und einen, der in CR verstorben ist und die daher bezüglich des RFS zensiert 
wurden.  
 
Tab. 19: Gesamt- und rezidivfreies Überleben der Kohorte ~ von den untersuchten SNPs des 
MTX-Metabolismus. 
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3.5 Interaktionen der Genpolymorphismen 
In Ergänzung zu den Einzelanalysen wurden Interaktionen zwischen den SNPs 
untersucht. Die dazu verwendete Methode der logischen Regression von 
Kombinationen Boole'scher Variablen erfordert, dass für alle analysierten Fälle 
sämtliche Ergebnisse vorliegen, d.h. keine Einzeluntersuchung ohne Ergebnis 
geblieben ist. Daher standen für diese Auswertung statt der initialen 367 Fälle nur 
285 zur Verfügung.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Gesamt- und rezidivfreies Überleben der Kohorte ~ MRD an Woche 16  
 
Als Statusvariable zur Zuordnung zur Fall- bzw. Kontrollgruppe wurde die MRD-
Positivität bzw. Negativität zu Therapiewoche 16 gewählt, da dies der erste Zeitpunkt 
nach Gabe von MTX und Mercaptopurin ist. Die Therapiewoche 16 ist, wie aus Abb. 
11 ersichtlich, hochsignifikant prädiktiv sowohl für das rezidivfreie wie auch für das 
Gesamtüberleben. Die in der anschließend durchgeführten logischen 
Regressionsanalyse ermittelten SNP-Kombinationen wurden dann hinsichtlich ihrer 
Bedeutung für das Gesamt- bzw. rezidivfreie Überleben überprüft. Die 5 in der 
Analyse als mit dem größten Einfluß auf die MRD identifizierten Kombinationen sind 
in Tab. 20 zusammengefaßt. Die dort identifizierte Gesamtzahl von 39 Vorkommen 
einer der Kombinationen entspricht jedoch nur 12 Patienten, da einzelne Patienten 
über mehr als eine  Kombination identifiziert wurden. In Abb. 12 ist das Gesamt- und 
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rezidivfreie Überleben dieser Patienten im Vergleich zum Gesamtkollektiv dargestellt 
(5-Jahres-Gesamtüberleben: 46,7 % (95%-CI 24,4 - 89,3 %) gegenüber 69,0 % 
(95%-CI 62,7 - 75,8 %), p = 0,09; 5-Jahres-rezidivfreies Überleben: 47,7 % (95%-CI 
19,7 - 100,0 %) gegenüber 54,3 % (95%-CI 47,3 - 62,5 %), p = 0.8). 
  
 
 
Abb. 12: Gesamt- und rezidivfreies Überleben der Patienten mit mindestens einer der in Tab. 20 
genannten SNP-Kombination.  
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Genotyp N 5-Jahres-RFS 5-Jahres-OS 
SHMT1 C1420T  mut   Ja  9  72,9 % (95%-CI 46,8 - 100,0 %)  41,7 % (95%-CI 18,5 - 94,0 %) 
MTRR A66G  wt / hz 
TPMT G460A      wt    p = 0,7  p = 0,08 
MTHFD1 G1958A                                
                          wt / hz  Nein  358  53,8 % (95%-CI 46,7 - 61,9 %)  68,9 % (95%-CI 62,7 - 75,7 %) 
SHMT1 C1420T  mut   Ja  6  53,3 % (95%-CI 21,4 - 100,0 %)  66,7 % (95%-CI 37,9 – 100,0 %) 
MTRR A66G   wt / hz 
TPMT_A719G     wt 
  
 p = 1  p = 1 
RFC1 G80A        hz  Nein  361  54,2 % (95%-CI 47,2 - 62,3 %)  67,4 % (95%-CI 61,0 - 74,4 %) 
SHMT1 C1420T  mut  Ja  9  85,7 % (95%-CI 63,3 - 100,0 %)  50,0 % (95%-CI 24,1 – 100,0 %) 
MTRR A66G   wt / hz 
MTHFD1 G1958A  
                           wt / hz 
   p = 0,3  p = 0,3 
 
 
MTHFR A1298C 
                           wt / hz 
 
 
 
 
 Nein 
 
 
 
 358 
 
 
 
 53,5 % (95%-CI 46,4 - 61,6 %) 
 
 
 
 68,6 % (95%-CI 62,4 - 75,4 %) 
SHMT1 C1420T   mut  Ja  6  53,3 % (95%-CI 21,4 - 100,0 %)  66,7 % (95%-CI 37,9 – 100,0 %) 
MTRR A66G   wt / hz 
TPMT G460A       wt    p = 1  p = 1 
RFC1 G80A         hz   Nein  361  54,2 % (95%-CI 47,2 - 62,3 %)  67,4 % (95%-CI 61,0 - 74,4 %) 
SHMT1 C1420T  mut Ja  9  72,9 % (95%-CI 46,8 - 100,0 %)  41,7 % (95%-CI 18,5 - 94,0 %) 
MTRR A66G   wt / hz 
TPMT A719G      wt 
  
 p = 0,7  p = 0,08 
MTHFD1 G1958A 
                          wt / hz Nein  358  53,8 % (95%-CI 46,7 - 61,9 %)  68,9 % (95%-CI 62,7 - 75,7 %) 
 
Tab. 20: SNP-Kombinationen für die Zuordnung zum Status MRD +/- in Woche 16 und ihre 
Bedeutung für rezidifreies (RFS) bzw. Gesamtüberleben (OS, wt = homozygoter Wildtyp, hz = 
heterozygot, mut = homozygot mutiert). 
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4 Diskussion 
Die Prognose von Patienten mit ALL im Kindes- und Erwachsenenalter verbesserte 
sich in den letzten Jahren stetig 
4-12,51-53
.  
Hier spielen individualisierte Therapiestrategien eine wichtige Rolle, bei denen 
versucht wird, die Therapie möglichst genau auf den Patienten und seine Erkrankung 
auszurichten 
104
. Ein Beispiel für die Anwendung einer derartigen individualisierten 
Therapie ist die Therapiesteuerung mittels MRD 
54-59
.  
Obwohl 80-95% der erwachsenen ALL-Patienten eine komplette morphologische 
Remission (CR) erreichen, kommt es bei mehr als der Hälfte dieser Patienten im 
weiteren Verlauf zu einem Rezidiv 5,61-64. Ursache der Rezidive sind residuelle 
maligne Zellen, die dem mikroskopischen Nachweis entgehen.  Mehrere prospektive 
Studien haben gezeigt, dass sowohl bei erwachsenen als auch bei pädiatrischen 
ALL-Patienten der sensitive MRD-Nachweis mittels neuer molekularer und 
immunologischer Methoden einen unabhängigen Risikofaktor von hoher klinischer 
Relevanz darstellt, sowohl in der Primär- als auch der Rezidivtherapie und bei 
Patienten mit Stammzelltransplantation 45,54,58,65-74. Deshalb wird die MRD-Messung 
inzwischen in viele Therapiestudien zur Risikostratifizierung und 
Therapieindividualisierung herangezogen 75. Das MRD-Monitoring ermöglicht neben 
der Prognoseabschätzung aber auch eine verbesserte Beurteilung der Effektivität 
einzelner Therapieblöcke. So wird beispielsweise in einer aktuellen Studie von 
Conter et al. 
59
 gezeigt, dass die Patienten mit B-Vorläufer-ALL an Hand ihres MRD-
Niveau bestimmten Risikogruppen zugeteilt werden können und so die Therapie 
erfolgreich individualisiert werden kann.  
Gerade in der ALL-Chemotherapie ist die Bedeutung einzelner Therapeutika im 
Gesamttherapiekonzept oft unklar, da die Protokolle historisch gewachsen sind und 
eine Vielzahl verschiedener Medikamente in unterschiedlichen Kombinationen 
umfasst, die über einen Zeitraum von mehreren Jahren appliziert werden. Umso 
wichtiger ist die Erforschung des Beitrages einzelner Chemotherapeutika zum 
Gesamttherapiekonzept. 
Einen weiteren vielversprechenden Ansatz, den Beitrag einzelner Zytostatika zur 
Therapie abzuschätzen und individuelle Toxizitäten vorherzusagen,  liefert die 
Pharmakogenetik, die solche Vorhersagen aufgrund der genetischen Variabilität von 
Pharmakawirkungen trifft und somit gegebenenfalls eine Art biologische 
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Randomisierung der Pharmakodosierung nach genetischen Polymorphismen 
ermöglicht.  
Eines der besten bislang untersuchten Beispiele ist in diesem Zusammenhang die 
Verstoffwechselung von 6-MP durch die TPMT. Bereits seit langem bekannt ist, dass 
ein TPMT-Defizit bei Behandlung mit Mercaptopurinen zu höheren Thioguanosin-
Nukleotid(TGN)-Konzentrationen in Erythrozyten mit unter Umständen schwerer 
hämatopoetischer Toxizität führt 
76-78
.  
Die Daten von Stanulla et al. 
20 legen einen Zusammenhang zwischen dem TPMT-
Genotyp und dem therapeutischen Ansprechen von 6-MP, gemessen am  MRD-
Niveau an Therapietag 78, nahe. Kinder mit heterozygoten Allelvarianten der TPMT, 
die mit einer geringeren Enzymaktivität einhergehen, hatten durchschnittlich ein 
geringeres MRD-Niveau nach 6-MP-Gabe als solche mit dem homozygoten Wildtyp-
Allel. Beide Gruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich der Therapietoxizität in 
dieser Behandlungsphase, so dass eine Dosisreduktion für heterozygote TPMT-
Träger nach dieser Studie im Gegensatz zu Ergebnissen früherer Studien 
10,78 
nicht 
durchgeführt wurde. Stanulla et al. schlussfolgern aus der engen Korrelation der 
minimalen Resterkrankung mit dem Langzeitüberleben der ALL, dass der TPMT-
Genotyp einen bedeutenden Einfluss auf die Prognose der kindlichen ALL hat und 
schreiben diesen Effekt der Modulation der Dosisintensität von Mercaptopurin zu, 
das ein zentrales Medikament nicht nur in der frühen Induktions-/Konsolidations-, 
sondern auch in der Erhaltungstherapie bei diesen Patienten ist. Beweisen ließe sich 
diese These mit einer Interventionsstudie, die bei der großen Mehrheit der Patienten, 
nämlich den homozygoten TPMT-Wildtyp-Trägern die Thiopurintherapie so steuert, 
dass auch diese Patienten die bei den heterozygoten Varianten-Trägern erreichten 
Wirkspiegel erzielen. Eine derartige Interventionsstudie wurde von Schmiegelow et 
al. mit dem Ergebnis publiziert 
79
, dass eine  an TGN- und MTX-Spiegeln orientierte 
pharmakologische Interventionstudie kein verbessertes Überleben durch eine 
individuell intensivierte Erhaltungstherapie nachweisen konnte; es zeigte sich für die 
Gruppe der an ALL erkrankten Jungen kein verbessertes therapeutisches Ergebnis 
und für die Gruppe der Mädchen sogar eine signifikant gesteigerte Rezidivrate. Dies 
wurde auf eine erhöhte Rate von Neutropenien und damit verbundenen 
Therapieunterbrechungen bei zu starker Dosisadjustierung zurückgeführt, eine 
Vermutung, die in Anbetracht der Ergebnisse von Relling et al. 
100
, wo bei 180 
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Kindern mit ALL zwar die Dosisintensität von 6-MP, nicht aber der TPMT-Genotyp an 
sich mit einem besseren rezidivfreien Überleben vergesellschaftet war und zweier 
weiterer Studien wahrscheinlich scheint 
28,80
. Für die Entstehung von 
Zweitneoplasien gibt es differente Ergebnisse hinsichtlich der Bedeutung eines 
TPMT-Polymorphismus. Mehrere Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen 
einem Polymorphismus und sekundären Neoplasien 
81,82
. In einer vor kurzem von 
Stanulla et al. durchgeführten Studie zeigte sich, dass der TPMT-Genotyp wohl keine 
wichtige Rolle  hinsichtlich der Ätiologie von Zweitmalignomen bei Kindern mit ALL 
hat 
83
. Bei unserer Untersuchung der erwachsenen ALL-Patienten zeigte sich nach 
erstmaliger Thiopuringabe (Therapietag 46 und 71) eine Tendenz zu einer niedrigen 
Rate MRD-positiver Patienten in der Gruppe der TPMT-Heterozygoten. Auch ist bei 
unseren Untersuchungen eine deutliche Tendenz eines besseren Gesamtüberlebens 
sowie eines besseren rezidivfreien Überlebens für die heterozygoten Variantenträger 
im Gegensatz zu den homozygoten Wildtyp-Trägern zu sehen.  
Bei getrennter Betrachtung der immunologischen Subtypen ist jedoch für die B-
Vorläufer ALL ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens 
nachweisbar. Allerdings zeigt der Vergleich des initialen MRD-Abfalls zwischen 
beiden Gruppen, dass in der Gruppe der TPMT-Heterozygoten bereits früh im 
Therapieverlauf vor erstmaliger 6-MP-Gabe ein höherer Prozentsatz der Patienten 
MRD-negativ war als in der Gruppe der TPMT-Homozygoten. Bei unserer 
Untersuchung war dieser Unterschied signifikant. Es scheint somit, als ob die  TPMT-
Heterozygotengruppe generell bereits zu frühen Zeitpunkten ein niedriges MRD-
Niveau erreicht und dadurch ein besseres Ansprechen aufweist als die TPMT-
Wildtypträger. Ein Hinweis, dass dieses Ergebnis nicht nur für die von uns 
untersuchte Patientengruppe gilt, findet sich ebenfalls in der bereits oben zitierten 
Arbeit von Stanulla et al., da auch in dieser Untersuchung das frühe, anhand der 
Prednison-Response gemessene Ansprechen in der TPMT-Heterozygotengruppe mit 
einer Quote von nur 3,6% poor-Respondern tendenziell, wenn auch nicht statistisch 
signifikant, besser war als in der TPMT-Wildtypgruppe mit 10,5% poor-Respondern 
20
.  
Es ist aktueller Stand der Forschung, dass die TPMT-Aktivität für die Menge an TGN 
in Erythrozyten verantwortlich ist, dass aber auch andere Mercaptopurin-Metabolite 
wie Methylthioinosin-Monophosphat, das durch die TPMT gebildet wird, das Ausmaß 
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des Einbaus von TGN in die DNA und die daraus resultierende Zytotoxizität durch 
Hemmung der de novo Purinsynthese mit beeinflussen 84. Eine Erklärung, warum 
bereits zu frühen Zeitpunkten, d.h. vor Gabe von 6-Mercaptopurin, die MRD in der 
TPMT-Heterozygotengruppe tendenziell niedriger ist, läßt sich daraus nicht ableiten. 
Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass eine durch eine niedrigere TPMT-Aktivität 
bedingte Verschiebung der Verhältnisse intermediärer Produkte des 
Purinstoffwechsels auch zu veränderter Wirksamkeit anderer Zytostatika führt.  
 
Von den zahlreichen weiteren Polymorphismen der am Metabolismus der bei der 
ALL eingesetzten Chemotherapeutika beteiligten Enzyme sind die des 
Folatmetabolismus von besonderem Interesse, da sie die Wirkung von MTX als 
Folsäureantagonist entscheidend beeinflussen und MTX zentraler Bestandteil 
nahezu jeden ALL-Protokolls ist.  
Bei Gesunden korreliert die homozygote Wildtyp-Variante des RFC1 G80A-
Polymorphismus mit einem geringeren Plasmafolatgehalt und hohem 
Homocysteingehalt 
23
 und wurde mit einer erhöhten Frequenz bei Kindern mit 
Neuralrohrdefekten gefunden 
85,86
. Da die Folat- und Homocystein-Homeostase 
durch die MTX-Wirkung beeinflusst wird 
87,88
, ist es möglich, dass Polymorphismen 
des RFC1 G80A das Outcome von mit MTX behandelten Patienten beeinflußt. So 
fanden Laverdière et al. 
16
, dass die homozygot mutierte Variante des 
Polymorphismus RFC1 G80A bei der ALL des Kindes zu höheren MTX-
Plasmaspiegeln und einer Verschlechterung der Prognose führt. Gorlick et al. 
zeigten, dass bei rezidivierten ALL-Patienten nach der MTX-Behandlung die 
Expression des RFC 1 deutlich verringert ist 
9
, wohingegen Kaufman keinen 
signifikanten Einfluss von Mutationen im RFC-Gen auf die intrinsische oder 
extrinsische Resistenz von MTX bei der kindlichen ALL fand 
89
. In einer klinischen 
Studie von Kishi et al., in der viele Polymorphismen hinsichtlich der Toxizität bei der 
ALL untersucht wurden, war das RFC1 80A-Allel signifikant mit einer starken 
gastrointestinalen  Toxizität assoziiert 
90
, wohingegen in einer anderen Arbeit das G-
Allel mit einer Hyperbilirubinämie und Übelkeit bei kindlichen ALL-Patienten 
assoziiert war 
91
. Des Weiteren wurde bei Kindern, die an einer ALL oder einem 
malignen Lymphom erkrankten und Träger sowohl des GSTM1 und RFC1 G80 Allels 
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waren eine signifikant höhere Hepatotoxizität während einer Behandlung mit 
Hochdosis-Methotrexat festgestellt 
92
. In unserer Patientengruppe ließ sich kein 
Einfluß des RFC G80A-Polymorphismus auf rezidivfreies oder Gesamtüberleben 
nachweisen. 
Zwei Polymorphismen der Methylentetrahydrofolat-Reduktase, MTHFR C677T und 
A1298C, führen zu einer verringerte Enzymaktivität und verändern damit die 
Verhältnisse der intrazellulären Folat-Metabolite, was für die homzygot mutierte 
Variante des C677T-Polymorphismus zu einem erhöhten Homocystein-Gehalt 24 und 
einer Reduzierung der DNA-Methylierung führt 93. In einer großen Studie von Aplenc 
et al. 94 bei Kindern mit ALL (n=520) war die MTHFR 677T-Variante statistisch 
signifikant mit einem gesteigerten Rezidivrisiko assoziiert, aber nicht mit gesteigerter 
Toxizität oder Infektionsrisiko. Für den MTHFR A1298G Polymorhismus fand sich  
keine Assoziation mit Rezidivrisiko, Toxizität oder Infektionsrisiko. Auch Costea 95 
zeigte für die MTHFR 677T-Variante ein geringeres EFS, eine Abnahme der MTX-
Sensitivität und eine geringere Toxizität. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen war 
die 677T-Variante in mehreren Studien mit einer gesteigerten MTX-assoziierten 
Toxizität verbunden 15,96-98 , so dass davon auszugehen ist, dass die Bedeutung 
dieser Polymorphismen von der Dosierung des MTX, der Therapiedauer, weiteren 
Therapieelementen und anderen Unterschieden zwischen den einzelnen Studien 
abhängt. Beide Polymorphismen hatten in dem von uns untersuchten Kollektiv 
keinen nachweisbaren Einfluß auf das klinische Behandlungsergebnis. Dass der 
Polymorphismus auch im Rahmen der Behandlung anderer Erkrankungen eine Rolle 
spielen könnte, legen die Ergebnisse von Cohen et al. 99 nahe, die einen 
Zusammenhang zwischen Therapieansprechen auf 5-Fluoruracil und dem MTHFR-
Polymorphismus beim Coloncarcinom zeigten.  
In unserer Gruppe ebenfalls nicht signifikant mit dem klinischen Outcome assoziiert 
war der SHMT1 C1420T-Polymorphismus, für dessen homozygoten Wildtyp eine 
höhere Homocysteinkonzentration und geringere Folatkonzentration 
102
 sowie ein 
erhöhtes Risiko berichtet wurden, an ALL zu erkranken 
47
. 
Die Bedeutung des Polymorphismus MTRR A66G der Methionin-Synthase-
Reduktase ist mehrfach untersucht, aber sein Einfluss auf den Folat-Metabolismus 
ist noch umstritten 18,91. In einer kürzlich von Gast et al. 60 veröffentlichten Studie, in 
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der mehrere den Folatmetabolismus betreffende SNPs untersucht wurden, zeigten 
nur Träger des G-Allels der MTRR ein marginal geringeres Risiko an einer ALL zu 
erkranken. Weiterhin ist für den MTRR-Polymorphismus ein gesteigertes Risiko von 
Neuralrohrdefekten und kardiovaskulären Erkrankungen beschrieben 102. Auch dieser 
Polymorphismus hatte in der Einzelanalyse bei unseren Patienten keine signifikante 
Bedeutung.  
Gleiches gilt für den A2756G-Polymorphismus der Methionin-Synthase (MS, 5-
Methyltetrahydrofolat- Homocystein-Methyltransferase (MTR)), dessen homozygoter 
Wildtyp-Genotyp wiederum mit einer Erhöhung des Homocystein-Spiegels 
verbunden ist und für den Skibola et al. im Fall der heterozygoten Ausprägung 
ebenfalls eine tendentielle Reduktion des ALL-Risikos beschrieben haben 47. 
Das letzte von uns untersuchte Enzym des Folatstoffwechsels, die 
Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase besitzt drei Enzymaktivitäten (Methylen-
THF-Dehydrogenase, Methenyl-THF-Cyclohydrolase, 10-Formyl-THF-Synthetase). 
Der MHFD1 G1958A-Polymorphismus wird dabei mit der Rezidivhäufigkeit bei der 
kindlichen ALL assoziiert, wobei offensichtlich Zusammenhänge mit dem Promotor-
Längenpolymorphismus der Thymidylat-Synthase bestehen 
17
, der bei  
Coloncarcinom-Patienten mit homozygoter Triplevariante unter 5-Fluoruracil 
Therapie zu signifikant weniger Nebenwirkungen, aber auch einem deutlich 
schlechteren Therapieansprechen als bei Patienten mit homozygoter 2R Form bzw. 
Heterozygotie führt
  103
. Bei der kindlichen ALL hingegen scheint es keine Assoziation 
zwischen Polymorphismen der TS und dem Rezidivrisiko zu geben 
105
. 
Der bei den bislang zitierten Arbeiten gewählte Ansatz, einzelne oder mehrere SNPs 
aufgrund ihrer bekannten Auswirkungen auf die Pharmakokinetik oder -dynamik von 
Chemotherapeutika zu testen, wird ergänzt durch die Analyse genomweiter 
Assoziationen von SNPs mit dem Auftreten von ALLs 
106 bzw. deren 
Therapieansprechen 
107
. Diesen Untersuchungen gemeinsam ist, dass sie aufgrund 
der Vielzahl der untersuchten Polymorphismen zunächst SNP-Genotypen 
identifizieren, wobei eine große Zahl der als bedeutsam identifizierten SNPs eine 
unbekannte oder keine Funktion haben und lediglich mit anderen funktionell 
bedeutsamen SNPs kosegregieren. Durch Korrelation mit weiteren Parametern (z.B. 
Kinetiken der Elimination von Chemotherapeutika) lassen sich dann einzelne oder 
Gruppen von SNPs näher analysieren. Die Analyse erfolgt dabei für die untersuchten 
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Polymorphismen gemeinsam und es werden keine a priori-Annahmen hinsichtlich 
ihrer Auswirkungen getroffen. Letztere Eigenschaften hat auch die Methode, mit der 
in dieser Arbeit die Interaktionen zwischen den einzelnen SNPs untersucht wurden. 
In ähnlicher Weise wie in der Arbeit von Yang et al. 
107
 wurde dabei die MRD an 
Woche 16 als Statusvariable benutzt, anhand derer mittels logischer Regression 
SNP-Kombinationen ermittelt wurden, die eine möglichst gute Zuordnung zu den 
Gruppen der MRD-positiven bzw. MRD-negativen Patienten erlauben 
101
. Die über 
die fünf Kombinationen mit der besten Vorhersagewahrscheinlichkeit für eine hohe 
MRD-Last in Therapiewoche 16 identifizierten Fälle zeigten dann auch ein 
tendenziell schlechteres Gesamtüberleben. Interessanterweise identifizierten alle als 
bedeutsam erkannten Kombinationen Gruppen mit schlechterem rezidivfreien 
Überleben, was als Evidenz für die Zuverlässigkeit der Methode gewertet werden 
kann, da die MRD in Therapiewoche 16 in der GMALL 07/03-Studie  vor allem 
Patienten mit einer schlechten Prognose zu identifizieren in der Lage ist 
45
. Auch die 
beiden TPMT-Polymorphismen G460A und A719G, die bereits in der Einzelanalyse 
einen prädiktiven Wert hinsichtlich des Outcomes bei der B-Vorläufer-ALL zeigten, 
finden sich in der Analyse der SNP-Kombinationen als signifikante prädiktive Marker 
in der Form wieder, dass in dieser Analyse der Wildtyp mit einem schlechteren 
Gesamtüberleben assoziiert ist. 
Insgesamt lassen sich die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen dahingehend 
interpretieren, dass es neben über verschiedene Studien hinweg als prognostisch 
bedeutsam identifizierten SNPs (TPMT-Genotyp) zahlreiche weitere 
Polymorphismen gibt, deren Bedeutung für die Prognose nur im Zusammenhang mit 
der jeweiligen in der Studie verabreichten Therapie und/oder in Kombination mit 
anderen Polymorphismen zu bestimmen ist. Einschränkend kommt hinzu, dass auch 
der Subtyp der Erkrankung (Effekt des TPMT-Genotyps bei B-Vorläufer, nicht jedoch 
bei T-ALL) als Kovariable zu berücksichtigen ist. Inwieweit eine erweiterte 
Datenbasis aufgrund der jetzt durchgeführten genomweiten SNP-Analysen zu einem 
Erkenntnisgewinn und möglicherweise einer Therapieoptimierung für den einzelnen 
Patienten führt, bleibt abzuwarten.  
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5 Zusammenfassung 
Die Prognose von Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukämie verbesserte 
sich aufgrund der Ergebnisse zahlreicher Therapiestudien in den letzten Jahren 
stetig. Ansätze zur Therapieverbesserung sind immer häufiger individualisierte 
Therapiestrategien, bei denen versucht wird, die Therapie möglichst genau auf den 
Patienten und seine Erkrankung auszurichten.  
Einen bedeutenden Beitrag liefert hier die Pharmakogenetik, die durch Erfassung 
genetischer Varianten den Beitrag einzelner Zytostatika zur Therapie ermitteln und 
mögliche individuelle Therapietoxizitäten vorhersagen kann.  
Bei der ALL des Erwachsenen weisen selbst homogene Patientenkollektive zum Teil 
erhebliche Unterschiede im Therapieansprechen auf, die durch quantitative Messung 
der MRD-Kinetik dokumentiert werden können und deren Genese nicht vollständig 
geklärt ist. 
Bekannte Mechanismen für Zytostatikaresistenzen sind Einzelnukleotid-
polymorphismen, die zu einer Veränderung der enzymatischen Aktivität und somit zu 
einer veränderten Chemosensitivität durch Beeinflussung der Aufnahme und 
Verstoffwechselung des jeweiligen Chemotherapeutikums führen können. 
Eines der bislang am besten untersuchten Beispiele ist in diesem Zusammenhang 
die Verstoffwechselung von 6-Mercaptopurin (6-MP) durch die Thiopurin-
Methyltransferase (TPMT).  
Weiterhin sind die Enzyme, die in den Folatmetabolismus eingreifen, von großem 
Interesse. Sie beeinflussen die Wirkung von Methotrexat (MTX) als 
Folsäureantagonist, wobei MTX ein wichtiger Bestandteil fast jeden ALL-Protokolls 
ist. 
Der prognostische Wert dieser Polymorphismen für die ALL des Erwachsenen war 
bislang wenig untersucht, die bisher publizierten Ergebnisse waren häufig divergent. 
Insbesondere fehlten Korrelationen mit der Kinetik der minimalen Resterkrankung 
(MRD) unter und nach entsprechender Chemotherapie, um den konkreten Effekt der 
genetischen Variation auf das Therapieansprechen zu prüfen. 
Ziel dieser Arbeit war es, Einzelnukleotidpolymorphismen, die die 
Verstoffwechselung von 6-MP und MTX beeinflussen, mittels 
Polymerasekettenreaktions (PCR)- Amplifikation genomischer DNA und 
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anschließender Direktsequenzierung zu untersuchen, um mögliche Unterschiede im 
Therapieansprechen zu offenbaren.  
Des Weiteren ist eine Korrelation mit dem MRD-Niveau zu bestimmten Zeitpunkten 
der Therapie gemacht worden, um die unmittelbare Bedeutung der 
Einzelnukleotidpolymorphismen für die Wirksamkeit einzelner Therapieelemente 
besser beurteilen zu können und zukünftig eine mögliche frühzeitige individuelle 
Therapieoptimierung erzielen zu können.  
Wir konnten bei der Untersuchung der erwachsenen ALL-Patienten nach der 
erstmaligen Gabe von 6-Mercaptopurin eine Tendenz zu einer niedrigeren Rate 
MRD-positiver Patienten, einem besseren Gesamtüberleben und rezidivfreien 
Überleben in der Gruppe der Patienten mit heterozygotem TPMT-Genotyp zeigen.  
Bei Patienten mit einer B-ALL war dieser Unterschied signifikant und unterstreicht die 
bereits in früheren Studien erkannte Bedeutung des TPMT-Genotyps für das 
Therapieansprechen. 
Interessanterweise zeigte sich in der im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführten 
Analyse eine niedrigere Rate MRD-positiver Patienten bereits in der Therapiephase 
vor erstmaliger 6-MP-Gabe, eine Beobachtung, die gegen die isolierte Bedeutung 
der TPMT-Polymorphysmen ausschließlich für den 6-MP-Metabolismus spricht. 
Hingegen konnte für die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gene von Enzymen 
des Folatmetabolismus, welche somit die Verstoffwechselung von MTX beeinflussen, 
kein signifikanter Einfluss auf das Therapieansprechen gezeigt werden. 
Dies deckt sich mit den bereits in der Literatur stark divergenten und diskutierten 
Ergebnissen. 
Ergänzend zu den Einzelanalysen wurde eine Gesamtanalyse der SNPs 
durchgeführt, um mögliche die Pharmakogenetik betreffenden SNP-Kombinationen 
zu erfassen.  
Auch in dieser Analyse der SNP-Kombinationen fanden sich die TPMT-Genotypen 
G460A und A719G, die schon in den Einzelanalysen einen prädiktiven Wert 
hinsichtlich des Therapieansprechens zeigten, als Prädiktor für ein schlechteres 
Gesamtüberleben. Auch dies deutet auf die große Bedeutung des TPMT-
Polymorphismus für das Therapieansprechen der ALL hin. 
Ein solcher Einfluss einzelner SNPs  auf das Therapieansprechen der ALL konnte für  
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Gene des Folatmetabolismus nicht gezeigt werden, möglicherweise aufgrund eines 
zu geringen Effektes innerhalb des Therapiegesamtkonzeptes, da viele Variablen 
einen Einfluss auf das Outcome einer Therapie besitzen.  
Für eine „pharmakogenetisch“ gesteuerte individualisierte Therapie bedarf es noch 
weiterer, gegebenenfalls genomweiter Untersuchungen. 
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